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Resumen

La oliva es el fruto del olivo y es reconocida como una fuente de antioxidantes y de
acidos grasos saludables altamente recomendables en una dieta equilibrada para
mantener la salud y prevenir y mejorar numerosas enfermedades. Los antioxidantes
seran importantes tanto en aquellos organismos que los ingieran como en la protecciéon
del propio alimento y en la de otros que van a mejorar su conservacion al afiadirlos.

Las olivas sufren una serie de procesos para la obtencion del aceite que deben
controlarse para obtener la maxima calidad y garantizar su correcta conservacion.

La determinacion de antioxidantes en alimentos no es una tarea facil y son necesarios
experiencia y conocimientos adecuados para producir resultados que sean exactos,
precisos, selectivos y validos, por lo que es necesario conocer los métodos analiticos
disponibles y los avances en investigacion.

Este Trabajo Fin de Grado revisa algunos de los ensayos que determinan la capacidad
antioxidante de las olivas dividiéndolos en métodos espectrofotométricos (métodos
ORAC, DPPH, Folin-Ciocalteu, CUPRAC y FRAC), y cromatograficos (HPLC, GC) y otros

métodos que pueden ser utiles o con perspectiva de serlo en el futuro.

Palabras clave: Olivas, determinacién analitica, antioxidantes, espectrofotometria,

fluorimetria, cromatografia.

1. Introduccion y Antecedentes

La dieta mediterranea ha demostrado ser una forma de alimentacién saludable con
multiples beneficios. Uno de sus maximos representantes son las olivas y el aceite de
oliva que de ellas se extrae, apreciados tanto por sus caracteristicas organolépticas
como por su calidad nutricional, que previenen enfermedades por su alta cantidad de

antioxidantes y acido oleico.

1.1. Elolivoy las olivas

Fig. 1. Olivo, hojas y olivas.

-3-
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En la Fig. 1 se observan un olivo y detalle de las hojas y frutos (oliva).

El olivo pertenece a la familia de las Oleaceae del género Olea. Olea Europaea L. incluye
las especies cultivadas y los olivos silvestres.

Es un arbol polimorfo, de dimensién y estructura variable, de facil cultivo que se adapta
muy bien a todo tipo de suelos, aunque prefiere los arenosos, profundos con drenaje,
porque es sensible al exceso de humedad prolongado. Resiste bien a suelos calizos y a la
salinidad.

Necesita luz y crece mejor con precipitaciones medias, aunque aguanta bien la sequia, ya
que la forma y colocacion de sus hojas minimiza las pérdidas de agua. Soporta
temperaturas de -102C a 40°C si tiene sufiente humedad en el suelo.

Sobre todo afectardn a la produccién de olivas, los vientos secos y temperaturas

elevadas durante la floracion, que se produce en primavera.l23

La oliva es el fruto en drupa del olivo que consta de epicardio, mesocarpio y endocarpio.

Composicion Olivas

N\

Otros 8%

Hidratos de
carbono 20% 50% Agua
Componentes hidrosolubles
- Fenoles
22% Aceite (grasas) - Flavonoides
Componentes liposolubles - Secoiridoides
- Tocoferoles (o,B,y,8) - Acidos fenolicos
- Carotenoides

Fig. 2. Composicion nutricional de la oliva.

En la Fig. 2 se representa la composicién nutricional de la oliva destacando que la mitad
del contenido es agua, cerca de la cuarta parte es contenido liposoluble y en la porcién

restante hidratos de carbono, celulosa, proteinas y minerales.

Las olivas presentan una fraccién saponificable que supone casi el total del aceite (98,5%)
constituida por acidos grasos libres y triglicéridos. La composicién de los acidos grasos
variard segun la especie, el tipo de cultivo y el clima, siendo los mas abundantes los
monoinsaturados (acido oleico 75%) que le dara una alta estabilidad al aceite y nos
aportara efectos beneficiosos frente a diversas enfermedades.

La fraccién insaponificable corresponde a una concentracion inferior al 1,5%.%3.4.5.6,.7.8
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1.2. Oxidantes
Los radicales libres son especies altamente inestables con electrones desapareados en
sus orbitales que toman electrones de otros radicales libres o de especies no radicalarias
para estabilizarse generando a su vez nuevos radicales libres en cadena.
Se produce estrés oxidativo cuando los radicales libres superan a los antioxidantes,

pudiendo producir enfermedades debido a dafios en el DNA, en proteinas y lipidos.% 5 6.8

Hay diferentes especies reactivas de oxigeno (ROS):

- Oxigeno singulete (02). Formado por exposicion a la luz ultravioleta (UV).

- Radical ani6n superodxido (0Oz*). Producido cuando la reduccién de oxigeno
molecular es incompleta en la cadena respiratoria mitocondrial y éste capta un
electron. Se elimina por las superéxido dismutasas.

- Per6xido de hidrégeno (H202). Formado cuando el radical superéxido capta 2
protones. Es transformado en agua por las catalasas.

- Radical hidroxilo (OH-). Muy reactivo, ataca a las estructuras celulares en el lugar en
el que se produce.

- Oxido nitrico (NO). Destruye células. También es un neurotransmisor.

1.3. Antioxidantes y su importancia
Los antioxidantes presentes en los alimentos estimulan directamente las defensas o
pueden actuar sobre las especies reactivas de oxigeno. Las olivas tienen antioxidantes
como: tocoferoles, escualeno, carotenoides y compuestos fendlicos (Simples:
hidroxitirosol, tirosol, acido vanilicos; Flavonoides: apigenina y luteolina; Complejos:
aldehidos secoiridoides, verbascésidos. En algunas se han descrito la presencia de

lignanos).

En la fraccion insaponificable encontraremos antioxidantes naturales como:

- Polifenoles. Los polifenoles tienen grupos fenol que pueden aceptar un electréon
para formar un radical fenoxil relativamente estable, alterando asi la cadena de
reacciones oxidativas.

Pueden reaccionar con el radical iniciador y prevenir la reaccién en cadena de
oxidacién, descomponer los peréxidos, secuestrar radicales libres, actuar como
quelantes de iones de metales de transicion (indirecto) inducir, inhibir, proteger

o activar enzimas.
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- Vitamina E es una vitamina liposoluble que supone el 95% de los antioxidantes

presentes en la oliva y en el aceite. Esta formada por tocotrienoles y tocoferoles
en forma de a, 3, y y 6-tocoferol. El a-tocoferol y sus ésteres con acetato y
succinato, son los utilizados en terapéutica y el mas activo como vitamina. El
RRR-a-tocoferol, DDD-a-tocoferol o D-a-tocoferol es el natural y que mas se
encuentra en los alimentos, el todo-rac-tocoferol o DL-a-tocoferol es el sintético y
sélo tiene la mitad de actividad.
La vitamina E previene la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados de las
membranas celulares y de las proteinas ricas en radicales con azufre al
comportarse como una molécula liposoluble capaz de fijar radicales libres Oz,
02%y OH- debido a su grupo fendlico, inhibe la peroxidacion lipidica porque evita
la acumulacién de hidroperdéxidos al oxidarse, formando radicales hidroquinona
estables y que son regenerados a vitamina E por donacién de electrones de otros
reductores como la vitamina C.

- Carotenoides. El B-caroteno es un hidrocarburo tetraterpénico poliinsaturado
precursor de la vitamina A. Potente antioxidante que bloquea el oxigeno
singulete inhibiendo la oxidacion de lipidos. Los carotenoides reducen el riesgo
de cancer, previenen la degeneraciéon macular y las cataratas. En la maduracion
de las olivas se pierde casi totalmente la vitamina A.

- El escualeno es el hidrocarburo triterpénico saturado mayoritario en el aceite de
oliva. Potente inhibidor del oxigeno singulete, previniendo la peroxidacion
lipidica y, por tanto, refuerza el sistema antioxidante endégeno frente al dafio
oxidativo, y ha demostrado su importancia en la prevenciéon de cancer, efectos
hipocolesteromiantes, salud ocular, etc. Junto a otros componentes previene la
autooxidacion.

La oliva es amarga y no se consume como aceituna de mesa sin un proceso de
maduracion en salmuera y para transformar la oliva en aceite de oliva se pasa por un
proceso de extraccion. En ambos procesos de maduracion los compuestos liposolubles
permanecen en la pulpa, pero los hidrosolubles pueden perderse en mayor o menor
medida segin el proceso utilizado. Aunque suponen una importante fuente de
antioxidantes para las olivas, si buscamos obtener un mejor rendimiento de algunos

antioxidantes, como hidroxitirosol u oleuropeina, es preferible extraerlos de las hojas.
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Las vitaminas presentes en la oliva y algunos de sus fenoles, como el hidroxitirosol, son
reconocidos como antioxidantes con actividad biolégica “in vivo”, porque se encuentran
presentes de forma natural en el cuerpo humano, presentan una estructura molecular y
una actividad estructural que hace que se reconozcan y circulen sin presentar
problemas de adaptacion o acumulacidn. “In vitro” se ha demostrado la gran capacidad
antioxidante del hidroxitirosol, muy superior a los valores de vitamina C y E y que
combinado con vitamina C presenta una accién sinérgica.2 45 6.7.8,9,10

Dependiendo de la especie de oliva y la época de recoleccién, la composicion es variable
y afectara a su sabor, color, estabilidad y oxidacién y a si se consume como aceite u oliva
de mesa y a su calidad alimentaria. Las olivas son una excelente fuente de vitamina E,
segun datos publicados en 2006 por el Instituto de la Grasa de Sevilla, estd presente en

33% CDR en aceitunas verdes y un 31,75% CDR en aceitunas negras, ambos por 100g de

porcién comestible.>

Arbequina 40,5 Alta 40,5 No estable
Corniblanca 77,1 Alta 106,8 Muy estable
Empeltre 69,6 Alta 58,3 Estable
Hojiblanca 76,1 Baja 53,2 No estable
Picual 78,4 Muy alta 119,4 Muy estable
Picudo 63,4 Baja 37,6 No estable

Tabla 1. Composicion de antioxidantes en diferentes variedades de olivas. 2 46

En la Tabla 1 queda reflejada la relacidn entre la alta concentracion de acido oleico y
antioxidantes y los valores altos de estabilidad en horas a alta temperatura y estabilidad
frente a la oxidacion. Por ejemplo, la variedad de oliva Picual tiene una gran cantidad de
antioxidantes y dacidos grasos monoinsaturados que le dardn ese sabor amargo
caracteristico y que supondra que presente una gran estabilidad, por lo que se utilizara
en algunas ocasiones en combinacién con otras especies de olivas sensibles a la
oxidaciéon como conservante y para variar sus caracteristicas organolépticas (como

arbequina, hojiblanca o picuda).
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2. Objetivos

1. Revision bibliografica de la determinacién de antioxidantes en olivas y su aceite.

2. Conocer nuevos avances en la tecnologia y enfoques analiticos para superar los

retos que supone la determinacion de antioxidantes en alimentos.

3. Metodologia

Se ha realizado una busqueda bibliografica de los métodos analiticos utilizados para la
determinacion de antioxidantes en olivas, con especial atencidon tanto a los métodos mas
utilizados y reconocidos como a otros que estan en investigacion, existiendo numerosas

modificaciones para cada uno.

Se han consultado articulos recogidos en bases de datos como PubMed, Google
Académico, ScienceDirect, SciELO, Google Patents, Tesis Doctorales en Red y en distintas
webs como FAO, Brunswick Labs.; el Instituto de la Grasa y el Consejo Oleicola
Internacional; y libros en internet de la biblioteca de Farmacia UCM que se recogen en la

bibliografia.

Para realizar la busqueda se utilizaron términos relacionados con los olivos, procesos de
maduracion y obtencion de aceite de oliva y determinacion analitica de antioxidantes en

alimentos.

Palabras clave utilizadas: olivo, olivas, aceitunas, obtencién, composiciéon, métodos
analiticos, analisis, antioxidantes, vitaminas, olive tree, olives, chemical composition,

analytical methods, antioxidants, vitamins, HPLC, GC.
Como sistema de apoyo a esta investigacion se utilizo la aplicacién EndNote.

4. Resultados y Discusion

4.1. Obtencion de la muestra

[Recolecci(')n] ‘[ Limpieza ]‘ [Molturacién] ‘ [ Batido ] ‘ [ Extraccion ]

Fig. 3. Procesos sufridos por las olivas para la obtencién del aceite.

La recoleccién se hara a partir de septiembre cuando las olivas estén en envedo, es decir,
cambiando de color, que es el momento de maduracién 6ptima (la calidad y contenido

en aceite son superiores), aunque se pueden recoger antes, mas verdes, en busca de que

-8-
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las olivas contengan una concentracién mas alta de antioxidantes. En la recoleccién es
importante no dafiar las olivas para conseguir un zumo del fruto de mejor calidad, por lo
que se hace de forma manual por vareo (mas respetuoso para el olivo) o por mecanizado

con vibradores, que hace que las olivas recogidas estén en mejores condiciones.

Se transportan rapidamente a la almazara, donde se limpian, se lavan y se procede a la
moltura lo antes posible. La forma ideal seria en el mismo dia de su recoleccién para
conservar las cualidades del producto pero a veces no es posible y se almacenan,
intentando evitar fermentaciones, alteraciones enzimaticas o microbianas y oxidacion.
Se retiran todos los objetos extrafios (hojas, tierra, madera...) que puedan afectar a las
caracteristicas organolépticas y a la calidad del aceite.

En la molienda se molturan las olivas con trituradores de martillo o muelas de piedra y
se obtiene una pasta de aceite y tejidos vegetales (aceite, alpechin y sélidos de los

huesos y la piel).

A continuacion, se procede al batido lento a una temperatura baja, menor de 302C para
conservar los aromas y que no aumente la acidez, y controlando el tiempo para facilitar
la coalescencia, la disminucién de la viscosidad y asi una mejor separacién. El tnico
coadyuvante tecnologico admitido por la UE (Reglamento CE 1513/2001) es el silicato

de magnesio hidratado o talco.

La extraccién de la pasta molturada y batida se puede hacer por diferentes métodos:
filtracion selectiva (método Sinolea, en frio y gota a gota), extracién por presiéon en
capachos de espato o fibra, y extracion por centrifugacion de pasta en 2 6 3 fases (esta
ultima afiadiendo agua para facilitar la separacion). En Espaia casi siempre se utiliza el

sistema de 2 fases (87%).

La separacion debe ser cuanto mas perfecta mejor de las 3 fases: agua, aceite y materias
solidas para la obtencién de aceites de calidad. Los liquidos se separan por decantacion

natural segtiin densidad, centrifugacion o sistemas mixtos (ambos procesos).

Los aceites han de consumirse de una campafia para otra y solo se preveen fechas de
caducidad mas larga en almazaras industriales con envasado y comercializacion. Deben
almacenarse en materiales totalmente impermeables, a temperatura casi constante (15-
18°C), con minima luminosidad y situados donde se puedan limpiar con facilidad. Los
que mejor cumplen estas condiciones son los “trujales” (depdsitos tradicionales

subterraneos).2 3,689

-9-
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4.2, Determinacion de antioxidantes

Al ser tan complejos los mecanismos de oxidacion, no existe un tinico método que nos

permita conocer el poder antioxidante. Lo mas adecuado es utilizar varios métodos e

interpretar los resultados para conocer el perfil antioxidante del alimento.

Para conocer mejor estos

métodos vamos a

espectrofotométricos y cromatograficos.

4.2.1. Métodos espectrofotométricos

diferenciarlos en:

meétodos

Tabla 2. Métodos espectrofotométricos para la determinacion de la capacidad antioxidante de

Método

Determinacion

DPPH

olivas y aceite de oliva.

Medicion

Radicales

Reactivo de Folin (W&, Mo®*)

Fundamento

Espectrofotometria abs UV-visible
Pérdida de fluorescencia
DPPHe + (AH)n —» DPPH-H + (A) e n

Color amarillo Color azul

Reactivo de Folin reducido (W5, Mo5*)

8,14,18

Espectrofotometria abs UV-visible
Oxidacion Reducciéon Cu?+a Cu+
CUPRAC polifenoles 2nCu(Ne),”" + AfOH)n  5== 2nCu(Nc)' + Ar(= O)n + 2nH" .
OH
OH
R |
Incoloro Coloreado
. Espectrofotometria abs UV-visible
Transferencia
.z 17,18
FRAP Reduccion Fe3* — Fe2*
electrones
Incoloro — coloreado

-10 -
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4.2.1.1. Método ORAC. Capacidad antioxidante total® 11,1218

Howard Cao desarrolld el test de ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) con el
que se puede conocer el valor antioxidante que presentan un alimento y el valor para
cada uno de los antioxidantes por separado, expresado en umoles equivalente Trolox

por gramo.

Esta basado en la habilidad del antioxidante para bloquear radicales libres por donacion
de un dtomo de hidrégeno. El radical peroxilo que se genera oxida a la fluoresceina
produciendo productos no fluorescentes, por lo que se puede cuantificar la presencia de

antioxidantes a partir de la disminucion de la pérdida de fluorescencia.

[ Xe + AH = XH + Ae } P
e
r
d
- i
)(() Fluoresceina + Blanco g AUCDL
tampon fosfato > u anco
i (tamp )
L ]
Radical libre a u
C (0]
i r
B | :
, S
n\ Flugre:scema + c| | AUC
|| antioxidante e | | antioxidante
n
C
i
a

Fig. 4. Método ORAC

El valor ORAC sélo tiene en cuenta el poder antioxidante frente a los radicales peroxilo,
por lo que se derroll6 el ORAC6, que mide esta capacidad frente a los 6 radicales
presentes en los sistemas biolégicos (Total ORAC: radicales peroxilo; HORAC: radicales
hidroxilo; NORAC: radicales peroxinitrilo; SORAC: anion superéoxido; SOAC: singulete de
oxigeno y CORAC: hipoclorito).

El CAA (Cellular Antioxidant Assay) relaciona el valor ORAC con la biodisponibilidad y el
efecto que produce en las células para aportar informacion de la eficacia bioldgica que

presenta capacidad antioxidante del alimento.

-11 -
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No estan disponibles los datos de forma publica para el ORAC6 y se ha procedido a
realizar una Tabla 3 con los correspondientes al ORAC5 (Total ORAC, HORAC, NORAC,
SORAC and SOAC) y CAA:

Tabla 3. Base de datos de Brunswick Labs (USA).12* extracto de fenoles Olivesan.

EXTRACTO ORAC HORAC NORAC  SORAC SOAC Pureza BDP ORIA% Ref
o (umol/TE/g)

Curcumina 6211 | 8916 906 577 | 66292 | 98% | <10% 82922 12

Resveratrol | 30499 | 81989 | 1330 266 | 43429 | 98% | 25% 157513 12

La tabla 3 recoge datos del comportamiento frente a cada radical para 3 extractos:
curcumina, resveratrol puro y el extracto de fenoles Olivesan®, que contiene los fenoles
hidroxitirosol, tirosol, oleuropeina y acido eneldlico obtenido por I+D de la empresa

BIOMASLINIC S.L.13

Para cada extracto hay una mayor proteccién frente a unos radicales que otros

- La curcumina presenta un ORAC alto pero con una baja biodisponibilidad.

- El resveratrol, con alto ORAC y mayor biodisponibilidad que la curcumina,
presenta un ORAC5 muy elevado.

- En el caso del extracto de fenoles de la oliva la pureza del extracto es muy inferior

a la de curcumina y resveratrol y, aunque el ORAC y la biodisponibilidad son muy

altos, el valor de ORACS es inferior al resveratrol puro y parecido a la curcumina.

4.2.1.2. Método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo). Determinacion de la

actividad antirradicalaria’ 8 18

El DPPH es un radical organico nitrogenado y estable de color violeta, que se pierde
progresivamente en contacto con sustancias antioxidantes que pueden donar un
atomo de hidrogeno u otro radical. El antioxidante dona hidrogeno u otra especie
radicalaria a DPPHe y se reduce a DPPH-H, el color va haciendose mas debil y

disminuye la absorbancia.

DPPHe + (AH)n — DPPH-H + (A) *n

Color violeta mas intenso Color violeta mas debil
LA
Fig. 5. Método DPPH.

-12 -
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4.2.1.3. Método de Folin-Ciocalteu. Determinacion de fenoles totales’-8 1518

Es una determinaciéon espectrofotométrica de fenoles totales en la que el reactivo
amarillo de Folin-Ciocalteau (wolframato sédico y molibdato sédico en acido fosférico)

reacciona con restos fendélicos dando color azul.

a OH 0 N\

Reactivo de Folin (W¢*, Mo®+) Reactivo de Folin reducido (W5+*, Mo>+)

k Color amarillo Color azul /

Fig. 6. Método de Folin-Ciocalteu.

Esta reaccion es una medida también de la capacidad antioxidante y en muchos trabajos

se ha usado como un método de determinacién de capacidad antioxidante.

Se extrae mediante disolucién acuosa en metanol, concentracién en rotavapor y lectura

espectrofotométrica y se expresa como ppm de acido cafeico.

4214 Método CUPRAC (Copper Reducing Antioxidant Capacity). Capacidad

antioxidantel6 18

Mide la capacidad antioxidante de la muestra en la reducciéon de Cu?* a Cu* con el

reactivo oxidante cromogénico neocuproina (2,9-dimetil-1,10-fenantroina).

Los polifenoles (-OH) se oxidan a sus formas quinolinicas (=¢) y el Cu?* es reducido a

Cu* coloreado.

7~ 2nCu(Ney?* + AfOH)IN == 2nCu(Nc)" + Ar(=O)n + 2nH®

- OH - ]
OH P
o S, |
-
"LL:h“‘-uﬁﬁﬁ g [
- SR

K Incoloro Coloreado /

Fig 7. Reaccion del método CUPRAC.18

-13-



-3
S
N
s
D
S
~
=
=
NJ
=
N
S
S
Q
R
S
Q
=
S
QO

=
Ry
=
=
S
~
)
~
S
)
~
S
S
%
<
S
)
<

~
e
N
[N
N
Q
S
~
N
“
S
Q
NS
=
S

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farr

Laura Diez de la Iglesia Febrero 2018

4.2.1.5. Ensayo de FRAP (Ferric reducing antioxidant power) 17,18

Es un método indirecto de transferencia de electrones basado en el poder de los
antioxidantes para reducir el Fe3*, midiendo el Fe2* resultante por espectrofotometria

abs UV-visible.

Reduccion Fe3+ — Fe2+

Incoloro — coloreado

> reduccion — >concentracion de Fe2+ - T A

El complejo TPTZ (complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina)incoloro es reducido al

complejo ferroso coloreado.

4.2.2. Métodos cromatograficos

4.2.2.1. Cromatografia de gases (GC)
Es una técnica que permite separar los componentes por su distinta afinidad por la fase
estacionaria atendiendo a sus puntos de ebullicién. Se inyecta el analito que es
arrastrado por la fase moévil (gaseosa) e interacciona con la fase estacionaria en la

columna, eluye y entra al detector donde se produce un pico en el cromatograma cuya

area se relaciona con su concentracion y el tr sirve para su identificacion.

Para la determinacion de la fraccion insaponificable es necesario realizar previamente
una saponificacion y separacion mediante cromatografia en columna o en TLC, en la que
la fase estacionaria es una capa delgada de adsorbente finamente dividido sobre un
soporte plano normalmente de aluminio, en ella se coloca una muestra con micropipeta

con disolvente adecuado y va avanzando por la placa por capilaridad.

Ejemplos de determinaciones por GC en el aceite de oliva:

- Para determinar compuestos fendlicos se procede a hacerse LLE, se limpia el
extracto metandlico, se destila para eliminar los disolventes, cromatografia en
columna a baja presion y cuantificacion mediante GC utilizando como detector FID, o
bien GC-MS.

- Para el escualeno, se realiza por GC-MS.

- Los tocoferoles pueden separarse por TLC y analizarse con GC y calibracién
mediante patrén interno. Podria deteriorarse a alta temperatura y la HPLC es una
alternativa.

Podria deteriorarse a alta temperatura y la HPLC es una alternativa.
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4.2.2.2. Cromatografia liquida (LC)
En el HPLC los componentes de la muestra se distribuyen por afinidad entre una fase

movil liquida y una fase estacionaria.

El desarrollo se puede realizar en fase normal o en fase inversa.
e En la NPC: Fase estacionaria polar, fase movil no polar. Los primeros
componentes en eluir seran los apolares.
e En la RP-HPLC: fase estacionaria no polar y fase movil polar. Los compuestos
apolares estaran mas tiempo retenidos en la columna.
Los detectores presentan una gran sensibilidad y los mas usados son los
absorciométricos, aunque segun las cualidades especificas de cada analito también

puede utilizarse la deteccion fluorimétrica o bien HPLC-MS.
Ejemplos de determinaciones analiticas por HPLC en aceite de oliva:

- Compuestos fendlicos se realiza SPE y se analizan por HPLC UV-visible o HPLC-MS.
También se ha utilizado LLE o SPE y HPLC UV o HPLC-MS, centrifugaciéon y

ultracentrifugacién. 7.8 9,10,19

- Tocoferoles. Inyeccion del aceite disuelto en hexano y se separa con una fase movil
de n-hexano con una pequefia proporciéon de disolvente polar como isopropanol o

dioxano.% 810,19

- Clorofilas y carotenos. Extraccion de pigmentos mediante LLE o SPE, HPLC con

deteccion UV.
En la Tabla 4 se resume los principales métodos cromatograficos utilizados.
4.2.2.2.1. Determinacion de compuestos fenolicos

El método para aislar y determinar los compuestos fendlicos por el Consejo Oleicola
Internacional (COI/T.20/DOC n? 29, 2009) se realiza mediante extracciéon LLE
metanol/agua 80/20 v/v, bafio de ultrasonidos, ultracentrifuga y filtrado. Se cuantifica
con HPLC- UV-visible a 280nm usando como patrén interno acido siringico, en gradiente

(FMA agua/acido formico 99/1 v/v y en la FMB metanol/acetonitrilo 1/1 v/v).10

Los flavonoides totales habitualmente se cuantifican mediante TLC, CG o HPLC- UV-

visible.

-15-
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Tabla 4. Métodos cromatograficos de determinacion de antioxidantes en olivas y aceite de oliva.

Antioxidante

Otros métodos: TLC, GC-FID, GC-MS, HPLC UV-visible, HPLC-DAD,

7,8,9, 10,19
Centrifugacion y ultracentrifugacion

Otros métodos: TLC-GC, NPC, RPC

Otros métodos: TLC, GC-MS, RP-HPLC (acetona:acetonitrilo 1/1), NP-HPLC

(n-hexano7dietileter)

4.2.2.2.2. Determinacién de Vitamina E (a- tocoferol)

La vitamina E es sensible a la luz y a la oxidacion por lo que habrd que mantener la
muestra protegida durante todo el proceso en atmosfera inerte y utilizar materiales
opacos y/o topacios.

Tradicionalmente se han utilizado métodos indirectos para medir la vitamina E como la
reaccion de cloruro férrico (reduccion a idn ferroso que en contacto con la ajaMipiridina
o batofenantrolina forma complejos de color rojo) o la reaccion de Emmerie-Engel
(saponificacion y cromatografia en extractos purificados) pero esta en desuso porque

produce complejos inestables, requeria mucho tiempo y habia interferencias.

Hay un gran numero de métodos GC y LC disponibles para su analisis. Puede utilizarse
GC pero se prefiere utilizar HPLC, ya que la temperatura puede ser un problema y que
separa simultdneamente a, 3, Y y 8-tocoferol, ademas de permitir determinar al mismo
tiempo a-tocoferol y fenoles del aceite de oliva y otros componentes. Para todos estos
métodos se trabajard en condiciones anaerobias o medios inertes porque los

antioxidantes son muy sensibles al oxigeno en condiciones alcalinas.
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Para asegurar una buena extraccién completa se repetiran varias veces cada uno de los
siguientes pasos. Para la saponificacién pueden realizarse métodos como poner en
contacto con Nz o con disolventes por via himeda en multiples extracciones, afadiendo
a la muestra un disolvente organico apropiado como etanol o metanol, dietiléter, éter de
petroleo, tercbutil metil éter o n-hexano (una extraccidn habitual es con dietiléter: éter
de petréleo 1:1), se lava a pH neutro con agua y un antioxidante (como BHT, acido
ascorbico, hidroquinona, etc) e hidroxido de potasio. Se evapora con un rotavapor a baja
temperatura redisolviendo con la fase mdvil utilizada en la separacién por HPLC o un
disolvente compatible con una concentracién apropiada de inyeccion.

Se analiza por HPLC-DAD con un LC con una fase movil de metanol y 2% de agua y
patrén interno de acetato de tocoferol. Se realiza una recta de calibrado. 8 10.11

También se puede determinar tocoferoles NPC (que separa todos los tocoferoles) y en
RP-HPLC (que separa [ de y-tocoferol) haciendo la deteccién preferentemente por
fluorescencia por su selectividad y limites de deteccién menores que por deteccién

absorciométrica.* 8 10,19

4.2.2.2.3. Determinacién de Escualeno.
Es un importante bioprecursor de la ruta de los esteroles.
Antes se utilizaba cromatografia para la separacion de la fracciéon de hidrocarburos del
insaponificable y determinacién por indice de yodo insaponificable. Estos métodos han
sido sustituidos por GC de la fraccion de hidrocarburos extrayendo del insaponificable
con hexano, limpieza con etanol:agua 1:1 v/v e inyeccién en el cromatégrafo. Se
cuantifica mediante estandarizaciéon externa de escualeno (se compara la recta de
calibrado de diferentes concentraciones de escualeno en hexano con el contenido
esperado para la muestra problema, y se interpola).8 10
El método oficial de la UE usa acetona/acetonitrilo 1/1 v/v en RP HPLC (o NP HPLC con
n-hexano: dietileter).
El método oficial de la UE para determinar ceras, GC con columna capilar, permite
determinar simultaneamente escualeno. Se emplea una columna capilar corta de silice

con baja polaridad con patrén interno de LaurilaraquidatoC32 y se analiza con GC.8 10,19

4.2.3. Otros
La industria utiliza de modo habitual técnicas para medir los productos secundarios de

la oxidacion de los fenoles totales como el método Rancimat, una variante automatizada
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del método OAM (Active Oxygen Method), para evaluar la estabilidad oxidativa de los
alimentos grasos forzando la oxidacion de una grasa presente en el alimento o afiadida
como antioxidante.

Otras ejemplos de métodos para medir los productos secundarios de oxidacion serian el
método TBARS (acido barbiturico), el indice de anisidida para determinar aldehidos
volatiles y la determinacion por GC de los productos de oxidacion.

En el futuro podrian desarrollarse nuevos estudios como la técnica “in vitro” GAR
(Global Antioxidant Response) desarrollada por investigadores de la Universidad de
Granada que demuestran que la cantidad de antioxidantes presentes en alimentos
podria ser 10 veces superior a la analizada hasta ahora y pone de manifiesto la
necesidad de plantear estudios en los que se tenga en cuenta la capacidad antioxidante
de la fibra, ya que ésta es fermentada por la microbiota intestinal y pueden extraerse

mas antioxidantes.20

5. Conclusiones

Queda mucho por investigar en cuanto a la determinacién de antioxidantes en alimentos
debido a las dificultades inherentes a su propia naturaleza como pueden ser la
sensibilidad a la luz o la temperatura, la compleja separacion de la muestra y de otros
compuestos que pueden interferir en su analisis y la busqueda de extractantes que nos
permitan aprovechar los beneficios de los compuestos bioactivos de las olivas.

La determinacién de los antioxidantes es compleja. Existen técnicas utiles para
determinar el poder antioxidante global del alimento o de un grupo, para investigar un
analito concreto o varios al mismo tiempo. A pesar de esto, lo mas indicado es plantear

diferentes métodos que den una vision mas cercana a la realidad del alimento.

Se sigue innovando y mejorando en cuanto al desarrollo de nuevos métodos y se trabaja

en mejorar los disponibles actualmente gracias a las mejoras tecnolégicas.

La cantidad de antioxidantes que contienen las olivas es, proporcionalmente en cuanto a
composicion total del alimento, muy baja pero dentro del 1,5% de la porcién
insaponificable supone casi la totalidad y, debido a las importantes acciones, beneficios
y utilidades de éstos hacen que el aceite sea acertadamente llamado “oro liquido” y las
olivas uno de los alimentos indispensables en la saludable dieta Mediterranea. Las olivas
y el aceite obtenido de ellas, son una joya antioxidante de la que nos queda mucho por

conocer.
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Abreviaturas

AUC = Area bajo la curva = Area Under the Curve

BHT = Butilhidroxitolueno

CE = Electroforesis Capilar = Capillary Electrophoresis

DAD= Detecciéon por Diodo Array = Diodo Array Detection

FID = Deteccion por lonizacidn en Llama = Flame Ionization Detector

GC = Cromatografia de Gases = Gas Chromatography

HPLC = Cromatografia Liquida de Alta Resolucion = High Performance Liquid
Chromatography

LC = Cromatografia de Liquidos = Liquid Chromatography

LLE = Extraccién Liquido-Liquido = Liquid-Liquid Extraction

MS = Espectrometria de Masas = Mass Spectrometry

NPC = Cromatografia de fase normal = Normal Phase Chromatography
RV-HPLC = Cromatografia de fase reversa = Reversed Phase Chromatography
SPE = Extraccién Liquido-Sélido = Liquid-Solid Extraction

TLC = Cromatografia en capa fina = Thin Layer Chromatography
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