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Resumen

Con este proyecto se pretende desarrollar un nuevo alimento funcional basado en
aceite de oliva virgen enriquecido en carotenoides. Actualmente, existe un
creciente interés por estos compuestos, de caracter natural, debido a la existencia
de multiples estudios que muestran su elevado potencial como antioxidantes. A
ello se suma el hecho de que la dosis de carotenoides recomendada para la
prevencion de ciertas patologias, no se cubre facilmente a través de la dieta. Es
por ello que los niveles adecuados de carotenoides deben ser alcanzados mediante
suplementos que incluyan formulaciones de extractos enriquecidos en estos

compuestos antioxidantes.

En esta Tesis Doctoral se han utilizado aceites de oliva virgen extra de diferente
variedad de aceituna: Arbequina, Picual y Royal. Ademaés, también se han
utilizado aceites de diferentes indices de maduracién, mediante la recoleccién y
procesado del fruto en diferentes meses. Los carotenoides utilizados para
enriquecer estos aceites han sido B-caroteno y luteina, obtenidos de distintas
fuentes naturales como la flor de Marigold y el hongo Blakeslea trispora,

respectivamente.

Se ha llevado a cabo la caracterizacion de todas las muestras tanto de los aceites
sin enriquecer (control), como de los aceites enriquecidos con ambos
carotenoides y a diferentes concentraciones de los mismos. Estos ensayos de
caracterizacion fisicoquimica han consistido en la determinacion de pardmetros
caracteristicos como: color, acidez libre, indice de peroxidos, coeficientes de
extincion especifica, valor de p-anisidina y TOTOX. Adicionalmente, se ha
estudiado la estabilidad oxidativa, composicion de fenoles totales y se ha llevado
a cabo el andlisis sensorial de los atributos basicos de las diferentes muestras. Por
altimo, también se determind la composicién de las muestras utilizadas mediante

cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas.
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A esta caracterizacion se ha sumado el estudio de degradacion de los diferentes
aceites controles y enriquecidos. Este consistié en analizar la evolucion y la
estabilidad de las diferentes muestras de aceites frente a las variables de
degradacion caracteristicas para este tipo de matrices alimentarias, como son la

exposicion a la radiacion, la temperatura y el tiempo.

El dispositivo de lengua electronica, fabricado en el laboratorio, también se
utiliz6, obteniéndose resultados satisfactorios para una discriminacién entre
muestras enriquecidas y controles, asi como entre carotenoides y entre diferentes
concentraciones de estos. Ademas, utilizando este dispositivo, se pudo evaluar el
efecto de la fortificacion de los carotenoides en la intensidad de los atributos de

analisis sensorial y en los fenoles totales.

Los resultados obtenidos respaldan la idea de utilizar el aceite de oliva virgen
extra como medio de incorporacion en el organismo de las cantidades necesarias
de carotenoides, dotando asi al aceite de oliva de un valor afiadido superior al que
ya de por si tiene y, ademas, ofreciendo una alternativa diferente a las actuales,
respecto a la lucha contra determinadas enfermedades asociadas al déficit de

antioxidantes en el organismo humano.
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Abstract

This project aims to develop a new functional food based on virgin olive oil
enriched with carotenoids. Nowadays, there is a growing interest in these natural
compounds, as several studies demonstrate their high potential as antioxidants.
Additionally, the recommended dose of carotenoids to prevent certain
pathologies is not reached just with the diet. Thus, adequate levels of carotenoids
can be reached by using supplements including enriched extracts of these

antioxidant.

In this Doctoral Thesis, extra virgin olive oils from different cultivar varieties
were used: Arbequina, Picual and Royal. In addition, oils from different
harvesting and processing periods, resulting in different ripening indexes have
been used. The carotenoids used to enrich these oils were lutein and f-carotene,
obtained from different natural sources such as Marigold flower and Blakeslea

trispora, fungus, respectively.

The samples’ characterization, with and without both carotenoids and also at
different concentration levels, was carried out. This physicochemical
characterization was developed based on the determination of parameters such
as: color, free acidity, peroxide value, specific extinction coefficients, p-anisidine
value and TOTOX. Additionally, oxidative stability, total phenols content, and
basic attributes of the different oil samples, were also performed. Finally,
samples’ compositions were determined using high-performance liquid

chromatography coupled to mass-spectrometry.

In addition, a degradation study of the different control and enriched oils was
carried out, monitoring the evolution and stability of the different oil samples
against its characteristic degradation variables for this type of food matrices, such

as radiation exposure, temperature and time.

A lab-made Electronic tongue was also used in this thesis. The results, were

satisfactory, obtaining a good discrimination between enriched and controls
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samples, as well as different carotenoids and variable concentrations.
Furthermore, the effect of carotenoid fortification on the intensity of sensory
attributes and total phenols content could be evaluated with the E-tongue device.

The results obtained support the idea of using extra virgin olive oil as an effective
way of incorporating the necessary quantities of carotenoids into the organism,
providing olive oil with a higher added value than it already has and also offering
a different alternative to the current one, with regard to the fight against certain

diseases associated with antioxidant deficiency in the human organism.
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1.1. Aceite de Oliva Virgen

Es ampliamente conocido que el aceite de oliva virgen es el aceite
obtenido directamente del fruto del olivo (Olea Europaea L.) mediante
procedimientos mecéanicos o fisicos, sin la adicion de ningun disolvente quimico,
sin sufrir tratamientos distintos a los de lavado, decantacion, centrifugado y
filtracion y, ademas, bajo condiciones de temperaturas controladas. Se podra
hablar de “extraccion en frio” cuando se obtengan aceites de oliva virgen y virgen

extra a menos de 27 °C. (Reglamento (UE) 29/2012).

De entre los diferentes aceites de origen vegetal, el aceite de oliva es de
los Unicos que se puede consumir en crudo. El proceso de extraccion permite que
el zumo de aceituna preserve el valor nutricional del fruto de origen, conservando
asi su composicién en &cidos grasos y otros compuestos de menor concentracion
como son pigmentos clorofilicos y carotenoides, tocoferoles, vitaminas, fenoles,
esteroles, etc. (Garcia-Oliveira et al., 2021; Miho et al., 2020).

1.1.1. Composicion quimica del Aceite de Oliva

Los componentes quimicos del aceite se pueden clasificar en dos grupos:
componentes mayoritarios y componentes minoritarios. EI primer grupo hace

referencia a la fraccion saponificable, es la que representa el 97-99 % de su peso

total y estd formada principalmente por triglicéridos y en menor proporcién por
diglicéridos, monoglicéridos y acidos grasos libres. El alto valor nutricional del
aceite de oliva viene dado por su elevado contenido en é&cidos grasos
monoinsaturados de los que destaca el &cido oleico (C18:1), que representa entre
el 56 y el 84% de la fraccion total de acidos grasos; el segundo mayoritario es el
acido linoleico (C18:2), acido graso poliinsaturado que representa entre el 3y el
21% del total de acidos grasos. Entre otros también destacan el acido palmitico
(C16:0) (7.5-20%), el acido estearico (C18:0) (0.5-5%) y el acido linolénico

(C18:3) (<1%). La fraccion presente en el aceite de oliva, de cada uno de ellos
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va a depender, de la zona de produccion (latitud y clima), del indice de madurez,
asi como de la variedad del fruto (Boskou, 2006; Servili et al., 2014).

El segundo grupo de componentes, es el conocido como fraccidn
insaponificable, supone el resto del peso total del aceite (1-3 %) y es el grupo
responsable de la calidad y las caracteristicas sensoriales del aceite de oliva. A
estos componentes minoritarios presentes en el aceite de oliva se asocian
multiples beneficios sobre la salud humana. En esta misma linea, son numerosos
los trabajos de investigacion existentes hoy dia que muestran los beneficios, en
términos de salud, de compuestos fenélicos y carotenoides del aceite de oliva.
Estos beneficios estan asociados principalmente a su actividad antioxidante y
antinflamatoria, reduciendo asi, el riesgo de padecer enfermedades coronarias y
degenerativas por la ingesta regular de aceite a través de la dieta (Boussahel et
al., 2020; Huang et al., 2019; Mentella et al., 2019).

Los compuestos minoritarios que conforman la fraccion no saponificable
del aceite de oliva que se recogen en la base de datos de OliveNet son: Fenoles,
Esteroles, Fosfolipidos, Compuestos Volatiles, Hidrocarburos, Pigmentos,
Tocoferoles, Alcoholes alifaticos y triterpénicos y Ceras; quedan recogidos en la
Tabla 1.1. (Bonvino et al., 2018).

28 Tesis Doctoral
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Tabla 1.1. Composicion quimica del aceite de oliva.

Fraccién Insaponificable
Concentracion

Componente (mg/kg aceite de Referencia
oliva)
Tocoferoles:
a-tocoferol 10,2-208 (Ambra et al., 2017;
B-tocoferol 0,75-1,05 Mapelli-Brahm et al.,
y-tocoferol 0,70-2,10 2018)

Hidrocarburos:

(Boskou, 2015; Jimenez-

Escualeno 200-7.500 Lopez et al., 2020)
Pigmentos:

Clorofilas 0,15-61,96 .

Carotenoides totales 0,53-31,51 (Mfapelll-Brahm etal,
Luteina 0,65-3.6 2018; M. JZ.(I)\gg)yano etal.,
B-Caroteno 0,15-0,67

Compuestos 213-450 (Ambra et al., 2017)
Fendlicos

Compuestos 8,06-34,24 (Cherfaoui et al., 2018)
Volatiles

La concentracion de compuestos fendlicos presente en el aceite de oliva

va a depender principalmente de factores medioambientales, genéticos vy
climatoldgicos, y, ademas, de la metodologia de extraccidn, almacenaje y
envasado. Esta concentracion tiene su origen en el propio proceso enzimatico
sobre la pulpa de la aceituna, durante el procesado de esta misma. Los fenoles
hidrofilicos presentes en los alimentos pertenecen a un importante grupo de
metabolitos secundarios de las plantas e incluyen desde moléculas fendlicas
simples hasta compuestos de alto peso molecular. Este grupo, aunque
minoritario, es uno de los mas importantes del aceite de oliva ya que es
responsable de las caracteristicas sensoriales (amargor y picor), organolépticas
(aroma y sabor) y del poder antioxidante del aceite de oliva (Jimenez-Lopez et
al., 2020; Shahidi & Ambigaipalan, 2015).
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Entre los compuestos fendlicos encontramos 6 grupos de componentes
(Pérez et al., 2014):

- Acidos fendlicos: de los que destacan los derivados del &cido

benzoico y acido cindmico.
- Flavonoides: luteolina y apigenina.
- Lignanos: (+)-pinorresinol y (+)-1-hidroxipinorresinol.
- Alcoholes fendlicos: tirosol e hidroxitirosol.

- Secoiridoides: oleuropeina, demetiloleuropeina, ligustrésido y

sus angliconas.

- Hidroxi-isocromanos.

Los tocoferoles del aceite de oliva se encuentran mayoritariamente en
tres formas: a-tocoferol, B-tocoferol y y-tocoferol. Estos compuestos se conocen
como vitamina E, son liposolubles y previene la oxidacion de las membranas
lipidicas. EI compuesto mayoritario que constituye hasta el 90 % del total de
tocoferoles es el a-tocoferol, encontrandose el resto de compuestos en cantidades

menores (Kalogeropoulos & Tsimidou, 2014; Mapelli-Brahm et al., 2018).

De los hidrocarburos, destacar el escualeno, por ser el componente méas
abundante de este grupo, también es el mayoritario de la fraccién insaponificable
con una concentracion que varia entre 200 y 7.500 mg/kg de aceite. Este amplio
rango de concentracion en el aceite de oliva virgen y virgen extra se debe
principalmente a la variedad de fruto, a las técnicas de extraccion y sobre todo a
que su concentracion va disminuyendo durante el proceso de refinado. Entre el
resto de hidrocarburos presentes en el aceite de oliva, encontramos triterpenos y

diterpenos (Boskou, 2015; Jimenez-Lopez et al., 2020).
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Respecto a los compuestos volatiles, resaltar que son los que

proporcionan al aceite su olor y sabor caracteristicos, convirtiéndose asi en el
grupo de compuestos que directamente define los atributos sensoriales,
organolépticos y de calidad de los de aceites de oliva que hacen que se diferencien
del resto de aceites vegetales. La mayoria de los compuestos voléatiles presentes
en el aceite de oliva, a diferencia del resto de compuestos quimicos que lo
componen, se generan durante el procesado del fruto, por accion de la enzima,
Lipoxigenasa (LOX). Este grupo esta formado por méas de 100 compuestos que
han llegado a identificarse, siendo principalmente: alcoholes, aldehidos, ésteres
y cetonas (Cherfaoui et al., 2018; Morales et al., 2013; Sanchez-Ortiz et al.,
2018).

Finalmente, encontramos los pigmentos fotosintéticos, que comunican al

aceite su color caracteristico. Este color verde-amarillo depende principalmente
de la madurez y variedad del fruto. Sin embargo, la cantidad de pigmentos
presentes en el zumo final, dependera también de otros factores como el clima,
su origen geografico y las condiciones de almacenaje y por tanto su concentracion
puede llegar a ser muy variable tal y como se muestra en la Tabla 1.1. Asimismao,
la composicion de pigmentos de la aceituna juega un papel fundamental en la
apariencia del aceite de oliva, determinando el color, que sera un atributo
fundamental a tener en cuenta por parte de los consumidores (Gandul-Rojas et
al., 2000; Montealegre et al., 2010). Los pigmentos presentes en el aceite de oliva

pueden clasificarse en dos grupos: clorofilas y carotenoides.

Las clorofilas junto con algunos de sus derivados como las feofitinas son
los pigmentos que confieren el color verde al aceite de oliva virgen. La forma
molecular de las clorofilas es CssH720OsNsMg y pueden ser a o b. La primera de
ellas tiene un grupo metilo (-CHs) y es la mas abundante, representando entre 70-
80 % del total de los pigmentos, y la segunda tiene un grupo formilo (-CHO).

Durante el proceso de elaboracion del aceite, especificamente durante la
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extraccion y con el aumento del tiempo de almacenamiento, la degradacion de
las clorofilas se intensifica. Esta se produce como consecuencia de una reaccion
irreversible donde se forman lentamente feofitinas a partir de clorofilas. El ion
central Mg*2 del anillo de porfirina se intercambia con dos atomos de hidrégeno
provocando que las moléculas sean mas estables. Finalmente, tras la eliminacién
de los carboximetilos, se forman los productos finales de degradacion de las
clorofilas que son las pirofeofitinas (Aparicio-Ruiz & Gandul-Rojas, 2014;
Giuliani et al., 2011).

Las clorofilas absorben luz en el espectro que va desde los 320 a los 700
nm (Figura 1.1.), esto hace que en presencia de luz las clorofilas y sus derivados
tengan un efecto prooxidante sobre los lipidos y, sin embargo, en oscuridad
actan como antioxidantes. En base a este comportamiento el aceite de oliva, rico
en pigmentos verdes, debe de almacenarse protegido de la luz. Asi se evita que
se forme oxigeno singlete y que este reaccione con acidos grasos y de lugar a la

formacion de hidroperdxidos y con ello a la autooxidacion (Limon, 2017).

Clorofilab
Clorofila a
— Carotenoides
N —— AA

Longitud de onda (nm)

Figura 1.1. Espectro de absorcion de la clorofila a, b y de los carotenoides. Imagen
obtenida y modificada de Guidi et al. (2017).
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Tras la feofitina a, los pigmentos més abundantes en el aceite de oliva
son el B-caroteno y la luteina. Ambos pertenecen al grupo de carotenoides que
conforman el segundo grupo de pigmentos fotosintéticos del aceite de oliva. Los
carotenoides se clasifican principalmente en dos grupos, los carotenos y las
xantofilas. Los primeros estan formados por carbonos e hidrégenos, mientras que,
las segundas se caracterizan por la presencia de grupos de oxigeno. Ademas del
B-caroteno y la luteina destacan otros carotenoides en concentraciones menores

como la violaxantina y la neoxantina.

Los carotenoides no solo son los responsables del color amarillento del

aceite de oliva, sino que también poseen diferentes tipos de bioactividad:

- Provitamina A: asociada a beneficios inmunolégicos, endocrinos

y metabdlicos.

- Actividad antioxidante: inhibiendo el oxigeno singlete y con ello

la oxidacion de los lipidos.

- Actividad anticancer, asi como, prevenir la degeneracion

macular asociada a la edad y la formacion de cataratas.

Existe una relacion directa entre la calidad y la frescura, las propiedades
nutricionales y las propiedades antioxidantes del aceite de oliva, convirtiendo asi,
la determinacion de compuestos fotosintéticos en una herramienta fundamental
para evaluar la calidad y las posibles adulteraciones del aceite de oliva (Lazzerini
etal., 2017; Uncu & Ozen, 2020).

1.1.2. Clasificacion de los Aceites de Oliva

La descripcion de los diferentes aceites de oliva que se encuentran en el
mercado y, que se recogen en este apartado, viene reflejada en el Reglamento
(UE) n.° 29/2012 sobre las normas de comercializacion del aceite de olivay en el

que se incluyen las tltimas modificaciones de 2019 (Reglamento (UE ) 29/2012).
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> Aceite de oliva virgen extra: “aceite de oliva de categoria

superior obtenido directamente de aceitunas y solo mediante

procedimientos mecanicos”.

> Aceite de oliva virgen: “aceite de oliva obtenido directamente de

aceitunas y solo mediante procedimientos mecanicos”.

> Aceite de oliva: “contiene exclusivamente aceites de oliva

refinados y aceites de oliva virgenes: aceite que contiene
exclusivamente aceites de oliva que se hayan sometido a un
tratamiento de refinado y de aceites obtenidos directamente de

aceitunas”.

> Aceite de orujo de oliva: “aceite que contiene exclusivamente

aceites procedentes del tratamiento del producto obtenido tras la
extraccion del aceite de oliva y de aceites obtenidos directamente
de aceitunas o aceite que contiene exclusivamente aceites
procedentes del tratamiento del orujo de oliva y de aceites

obtenidos directamente de aceitunas”.

EnlaTabla 1.2, vienen recogidas las caracteristicas que definen cada tipo
de aceite y que vienen reguladas en el Reglamento (UE) 2019/1604. En este se
incluyen las ultimas modificaciones del Reglamento (CEE) N° 2568/91 y que
tiene como titulo: “relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los
aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis” (Reglamento (UE)
2019/1604).

Las caracteristicas de calidad de cada aceite, incluidas sus caracteristicas
organolépticas, van a depender ademas del fruto de la aceituna, del proceso de
obtencion del aceite. Es decir, de la recoleccion, el lavado, la molturacion y el
almacenamiento del fruto, como también del almacenaje del propio zumo.

Variaciones en estos procesos pueden dar lugar a que estas caracteristicas difieran
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entre unos aceites y otros. De este modo, la clasificacion de los aceites va a
depender de los parametros de calidad que se establecen para cada una de las
categorias (Tabla 1.2.), y se consideraran de un grupo u otro si cumplen o no con
los limites establecidos.

De entre los diferentes grupos de aceites que encontramos, cabe destacar
el aceite de oliva virgen por sus propiedades beneficiosas para la salud y sus
caracteristicas organolépticas. El reglamento establece que este puede ser virgen
extra, virgen o aceite de oliva lampante. Los dos primeros estan destinados al
consumo humano directamente tal cual se producen. Los aceites de oliva que
contienen solo aceite de oliva refinado y aceite de oliva virgen, junto con el aceite
de orujo de oliva, también se pueden consumir. El resto de aceites que
encontramos necesitan someterse a procesos de refinado. La acidez como
parametro de calidad (Tabla 1.2.) tiene especial importancia en la clasificacion
de los aceites. Este pardmetro denota el contenido de acidos grasos libres en
funcidn del porcentaje de acido oleico. Por tanto, cuanto menor sean los valores

de este parametro, los aceites tienen mayor calidad.

La calidad de un aceite viene dada por los parametros quimicos
directamente relacionados con ella y ademas por los atributos sensoriales,
influenciados directamente por la pureza y composicion de este. Algunos de los
parametros analizados para determinar la categoria a la que pertenece el aceite
son: los acidos grasos, suma de los isémeros transoleicos, suma de los isomeros
translinoleicos y translinolénicos, estigmastadienos, diferencia entre ECN 42
(HPLC) y ECN 42 (célculo tetrico), monopalmitato de 2-glicerilo, composicion
de esteroles y esteroles totales, eritrodiol, uvaol y ceras. Respecto a la
composicion del aceite ocurre igual que para las caracteristicas de calidad, existen
limites descritos por la normativa (Reglamento (UE) 2019/1604) que determinan

en que grupo o categoria se encuadra cada aceite.
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1.1.3. Parametros de Calidad del Aceite de Oliva

Segun el Reglamento (CEE) N° 2568/91 y sus posteriores
modificaciones, los pardmetros a tener en cuenta en el estudio de la calidad del
aceite son: Acidez (%), Indice de perdxidos (mEg. O, /kg), Coeficientes de
extincion especifica (Kasz, Kass 0 K270 y AK), Evaluacion organoléptica y Esteres

etilicos de los &cidos grasos (Tabla 1.2.).

> Acidez (%). Acidez libre o grado de acidez (FA), mide la
cantidad de &cidos grasos libres en la muestra de aceite, para ello,
se determinan los gramos de &cido oleico en 100 g de muestra y
se expresa como el porcentaje de acido oleico en peso. Los &cidos
grasos se liberan cuando se produce la ruptura de las moléculas
de los triglicéridos, por consiguiente, un aumento de este
parametro significa un aumento de &cidos grasos libres. Este
puede tener su origen en diferentes causas como un mal estado
del fruto, un indice de madurez demasiado tardio, una mala
conservacion, presencia de actividad microbioldgica o
tratamientos inadecuados en el proceso de elaboracién. Un valor
bajo de hasta 0.8 % de acidez en un aceite, se considera positivo,
ya que significa que es de buena calidad y que el fruto se
encontraba en ¢ptimas condiciones. No obstante, para el
consumo humano esta permitido hasta 2 g de &cido oleico por

cada 100 g de aceite, es decir hasta un 2 %.

> Indice de peréxidos (IP) (mEqg. O2 /kq). Este parémetro hace

referencia a la cantidad de hidroperéxidos presentes en la
muestra de aceite que se analiza. Cuando un aceite, compuesto
mayoritariamente por &cidos grasos, entra en contacto con
oxigeno, se forman peroxidos, lo cuales constituyen un indicador

de la oxidacion primaria de un aceite de oliva. Se expresa en
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miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo de aceite. Un
indice de perdxidos elevado significa que existe una alta
oxidacion del aceite, pudiendo ser debida a una mala
conservacion de este o a la influencia de factores de degradacion

como temperatura o luz.

Coeficientes de extincidn especifica. Estos pardmetros se basan

en la medida por espectrofotometria de la absorbancia en el rango
de longitudes de onda del ultravioleta (UV). Las medidas se
realizan a las longitudes de onda indicadas por el método: 232,
268 0 270 nm, obteniéndose los valores correspondientes a los
parametros Kasz, Kass ¥ Karo, respectivamente. Esta evaluacién
por espectrofotometria da informacion sobre si hay sistemas
diénicos y triénicos conjugados, que se forman cuando existe una
oxidacion durante el proceso tecnoldgico de obtencion del aceite.
De este modo, se obtiene informacion sobre la calidad de la
materia grasa a estudiar, su conservacion y de los posibles
defectos provocados durante el proceso para su obtencién. La
oxidacion primaria del aceite a estudiar se determina con el
coeficiente Kaz. Un valor alto de este parametro indica la
presencia de &cidos grasos poliinsaturados conjugados, estos

reaccionan con el oxigeno dando hidroperdxidos.

El coeficiente K700 Kzeg aporta informacion sobre una oxidacion
secundaria. A estas longitudes de onda (270 y 268 nm) absorben
radiacion los aldehidos y cetonas, que se forman con la rotura de
los hidroperdxidos que tienen origen en la oxidacion primaria.
Valores elevados de estos coeficientes de extinciéon coinciden
con un grado alto de oxidacion y una posible refinacion de los

aceites estudiados.
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Por ultimo, también se determina el valor de AK que expresa una
variacion del coeficiente de extincion a 270 nm. Es comdn
utilizarlo cuando se sospecha que existen mezclas de aceites con
otros que han sido refinados. Por ello cuando se trata de aceites
de oliva virgen o virgen extra el valor de AK es minimo, cero o

préximo a él.

> Evaluacion sensorial. Para llevar a cabo el analisis sensorial del

aceite de oliva existe un Unico método oficial que viene recogido
por la normativa de la Unién Europea (UE) y el Consejo Oleicola
Internacional (COI) (COlI, 2007; Reglamento (UE) 1348/2013).
Este método solo se aplica a aceites de oliva virgenes y se lleva
a cabo por un panel formado por un grupo de catadores (de 8 a
12), entrenados y examinados. La clasificacion de los aceites o
su etiquetado va en funcion de la intensidad de los defectos y del
atributo frutado detectado. En el caso de un virgen extra, debera
cumplir con una mediana positiva del atributo frutado y una
mediana igual a cero o nula de los defectos. Para el aceite de oliva
virgen, se debe cumplir también una mediana del atributo frutado
positiva y, sin embargo, la mediana de los defectos puede ser
menor o igual a 3.5 puntos. Igualmente, en ambos reglamentos
se encuentran las descripciones y detalles de todo lo relacionado
a un correcto analisis sensorial, desde la descripcion del
vocabulario apropiado hasta los detalles de unas instalaciones

convenientes.

Destacar los principales atributos negativos que se recogen en el
reglamento:  atrojado/borras, moho-humedad, avinado-
avinagrado/acido-agrio, rancio, aceitunas congeladas, cocinado

0 gquemado, heno-madera, basto, lubricante, alpechin, salmuera,
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metalico, esparto, gusano y pepino. Y entre los atributos
positivos se encuentran: frutado, amargo y picante. Los catadores
se ayudan de una hoja de cata con los diferentes defectos y
atributos definidos en una lista junto a una linea. La escala
utilizada de esta linea es de 10 cm de longitud, en ella se
representa la intensidad del analisis sensorial realizado. Los

datos, que se expresan en centimetros, se tratan estadisticamente.

Finalmente, la presencia de atributos positivos esta directamente
relacionada con un fruto sano y en su momento de madurez
Optimo, junto a un proceso de extraccion desarrollado con las
practicas adecuadas. Por el contrario, el mal estado del fruto, la
presencia de microorganismos o la oxidacion de los acidos
grasos libres y un proceso de extraccién inadecuado, son la
principal causa de que aparezcan compuestos fenodlicos vy
volatiles y con ello los diferentes atributos negativos

anteriormente mencionados.

Esteres etilicos de acidos grasos. La fermentacién de materia

organica produce alcoholes como etanol y metanol. Cuando estos
alcoholes entran en contacto con el aceite y los &cidos grasos
libres de este, se forman los ésteres etilicos y metilicos. La
fermentacion se da mayoritariamente durante la molturacion de
la aceituna, pero tiene su inicio desde la recogida de la aceituna
y la rotura de la piel de la misma. La mala calidad del fruto de
origen y unas practicas inadecuadas a lo largo de todo el proceso
de extraccion del aceite de oliva, favorecen la formacion de estos
ésteres etilicos. Practicas inadecuadas durante el procesado en
los equipos de extraccion, en los decantadores e incluso en el
almacenaje, junto al mal estado del fruto y condiciones de

temperatura, oxigeno, agua y luz inadecuadas, van a determinar
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que los indices de ésteres etilicos sean altos. Para los aceites de
oliva virgen extra el valor de este parametro debe ser menor o

igual a 35 g/kg.
1.1.4. Reglamentacion

La tecnologia relacionada con la produccién de aceite, la propuesta de
nuevos métodos y el constante y rapido progreso ante las exigencias y la
competitividad del mercado, hacen que la legislacién y normativa vigente se

encuentren siempre bajo proceso de revisién y mejora continua.

En consecuencia, es muy importante estar al corriente de los aspectos
legales que se refieren al aceite de oliva en cuanto a su composicion, pureza y
calidad. En este sentido y dependiendo de donde se comercialice el aceite de
oliva, este debe cumplir con diferentes normativas, siendo las mas importantes

actualmente las especificadas por la UE, por el COl 'y por el Codex Alimentarius.

Dentro de la UE, la legislacion del aceite de oliva se compone de
reglamentos, solo validos dentro de esta area y de obligatorio cumplimiento. En
otros ambitos fuera del area de la UE, se aplican las normativas del COl. En este
caso los paises miembros estan obligados a cumplirlas en el marco del comercio
internacional y, a su vez, se les animan a que su legislacién estandar comercial
vaya en paralelo y se aproxime al maximo con la del COIl. A nivel mundial, el
aceite de oliva como el resto de alimentos se rigen por la normativa del Codex
Alimentarius, el cual posee una estructura Unica con respeto a algunas
caracteristicas de pureza y calidad, aunque cada miembro puede voluntariamente

adoptar otras caracteristicas adicionales.

En esta misma linea, las normativas del COl y Codex Alimentarius, se
implantan en base a un consenso de sus miembros, por lo que se espera que los

paises miembros las respeten sin aplicar sanciones a quien no lo haga. Por el
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contrario, los reglamentos de la UE deben ser aplicados por parte de los paises

miembros obligatoriamente, existiendo sanciones ante su incumplimiento (Conte

et al., 2020).

La legislacion méas importante a nivel estatal acerca del aceite de oliva

puede reflejarse a través de los siguientes decretos:

v

Real Decreto 176/2010, de 17 de diciembre, por el que se
modifica el Real Decreto 308/1983, de 25 de enero, por el que se
aprueba la Reglamentacién Técnico-Sanitaria de Aceites

Vegetales Comestibles.

Real Decreto 227/2008, de 15 de febrero, por el que se establece
la normativa basica referente a los paneles de catadores de aceite

de oliva virgen.

Real Decreto 1466/2009, de 18 de septiembre, por el que se
establecen las normas de identidad y pureza de los aditivos
alimentarios distintos de los colorantes y edulcorantes utilizados

en los productos alimenticios.

Real Decreto 640/2015, de 10 de julio, por el que se aprueba la
lista de coadyuvantes tecnoldgicos autorizados para la
elaboracion de aceites vegetales comestibles y sus criterios de
identidad y pureza, y por el que se modifica el Real Decreto
308/1983, de 25 de enero, por el que se aprueba la
Reglamentacién  Técnico-Sanitaria de Aceites Vegetales

Comestibles.

Real Decreto 267/2017, de 17 de marzo, por el que se desarrolla
la Ley 6/2015, de 12 de mayo, de Denominaciones de Origen e

Indicaciones Geogréaficas Protegidas de &mbito territorial
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supraautondmico, y por el que se desarrolla la Ley 12/2013, de 2
de agosto, de medidas para mejorar el funcionamiento de la

cadena alimentaria.

v' Real Decreto 895/2013, de 15 de noviembre, por el que se
modifica el Real Decreto 1431/2003, de 21 de noviembre, por el
gue se establecen determinadas medidas de comercializacién en

el sector de los aceites de oliva y del aceite de orujo de oliva.

v' Orden AAA/1749/2014, de 18 de septiembre, por la que se
extiende el acuerdo de la Organizacion Interprofesional del
Aceite de Oliva Espafiol al conjunto del sector y se fija la
aportacion econdémica obligatoria para realizar actividades de
promocion del aceite de oliva, mejorar la informacion vy
conocimiento sobre las producciones y los mercados y realizar
programas de investigacion y desarrollo, innovacion tecnolégica
y estudios, durante las campafias 2014/2015 a 2018/2019.

v" Real Decreto 861/2018, de 13 de julio, por el que se establece la
normativa basica en materia de declaraciones obligatorias de los
sectores del aceite de oliva y las aceitunas de mesa y por el que
se modifica el Real Decreto 772/2017, de 28 de julio, por el que

se regula el potencial de produccién viticola.

v' Real Decreto 1801/2018, de 3 de noviembre, por el que se
establecen normas relativas a las cantidades nominales para

productos envasados y al control de su contenido efectivo.
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Por otro lado, de entre los reglamentos a nivel europeo para este producto
alimentario, el mas importante y destacado para el aceite de oliva es:

v" Reglamento (CEE) n.° 2568/1991 de la Comisidn, de 11 de julio
de 1991, relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva 'y de
los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis.

Es importante resaltar que este reglamento se ha ido modificando a lo
largo de los afios, adaptandose con ello a las nuevas metodologias existentes,
corrigiéndose y actualizandose ante la aparicion de posibles fraudes. De tal modo,

la Gltima modificacién queda recogida en:

v' Reglamento (CEE) n.° 2095/2016 de la Comision, de 16 de
septiembre de 2016, que modifica el Reglamento (CEE) n.°
2095/20186, relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y

de los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis.
El resto de reglamentos europeos destacables son:

v" Reglamento (UE) n.° 1333/2008 del Parlamento Europeo y del
Consejo, de 16 de diciembre de 2008, sobre aditivos

alimentarios.

v" Reglamento (UE) n.° 1129/2011 de la Comisi6on de 11 de
noviembre de 2011 por el que se modifica el anexo Il del
Reglamento (CE) n.° 1333/2008 del Parlamento.

v" Reglamento (UE) n.° 1308/2013, del Parlamento Europeo del
Consejo, de 17 de diciembre de 2013, por el que se crea la
organizacion comun de mercados de los productos agrarios y por
el que se derogan lo Reglamentos (CEE) n.° 922/72, (CEE) n.°
234/79, (CE) n.° 1037/2001 y (CE) n.° 1234/2007.
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v" Reglamento Delegado (UE) n.° 2016/1226 de la Comision de 4
de mayo de 2016 que modifica el anexo IX del Reglamento (UE)
n.° 1308/2013 del Parlamento Europeo y del Consejo en lo que
atafie a las menciones reservadas facultativas para el aceite de

oliva.

v" Reglamento (UE) n.° 432/2012 del Parlamento Europeo y del
Consejo de 16 de mayo de 2012, por el que se establece una lista
de declaraciones autorizadas de propiedades saludables de los
alimentos distintas de las relativas a la reduccion del riesgo de

enfermedades y al desarrollo y la salud de los nifios.

v" Reglamento de Ejecucion (UE) n.° 29/2012 de la Comisién de 13
de enero de 2012 sobre las normas de comercializacion del aceite

de oliva.

v" Reglamento (UE) n.° 1096/2018 de la Comision, de 22 de mayo
de 2018, que modifica el Reglamento de Ejecuciéon (UE) n.°

29/2012 sobre las normas de comercializacion del aceite de oliva.

v" Reglamento (UE) n.° 696/2014 de la Comision de 24 de junio de
2014 por el que se modifica el Reglamento (CE) n.° 1881/2006
en lo que respecta al contenido méaximo de &cido erdcico en
aceites y grasas vegetales y en alimentos que contienen aceites y

grasas vegetales.

v" Reglamento (CE) n.° 1881/2006 de la Comision de 19 de
diciembre de 2006 por el que se fija el contenido maximo de

determinados contaminantes en los productos alimenticios.

Tesis Doctoral 45



D Introduccion

A nivel internacional se encuentran la normativa del COI y la referente

al Codex Alimentarius. Comenzando por este ultimo, como ya se adelantd

anteriormente, tiene una Unica norma con una estructura fija y viene recogida en:

v" CODEX STAN 33-1981, revisada en 2017. “Norma para los
aceites de oliva y aceite de orujo de oliva™.

La normativa del COl més importante a tener en cuenta respecto al aceite

de oliva es:

v" COI/T.15/NC n.° 3/Rev. 17. November 2021. “Trade standard

applying to olive oils and olive pomace oils”.

Ademas de esta normativa principal y general para el aceite de oliva, el
COl recoge otras normativas relacionadas con las diferentes técnicas de analisis

y con un correcto analisis sensorial:

v" COI/T.20/Doc. n.° 8/Corr. 1. December 1990. “Determination of

tetrachloroethylene in olive oils by gas-liquid chromatography”.

v" COI/T.20/Doc. n.° 11/Rev.4. June 2021. "Determination of

stigmastadienes in vegetable oils".

v' COIl/T.20/Doc. n. 19/Rev. 5. 2019. “Spectrophotometric

investigation in the ultraviolet”.

v' COIl/T.20/Doc. n. 20/Rev.4. 2017. “Determination of the
difference between actual and theoretical content of

triacylglycerols with ECN 42,

v" COIl/T.20/Doc. n. 23/Rev.l. 2017. “Determination of the

percentage of 2-glyceryl monopalmitate”.
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v' COIl/T.20/Doc. n.° 25/Rev.2. 2018. “Method of analysis.
Evaluation of the coherence of TAG composition with the fatty

acid composition”.

v' COI/T.20/Doc. n.° 26/Rev. 5. June 2020. “Determination of the
composition and content o sterol, triterpenic dialcohols and

aliphatic alcohol by capillary column gas chromatography™.

v' COI/T.20/Doc. n.° 28/Rev.2. 2017. “Determination of the
content of waxes, fatty acid methyl esters and fatty acid ethyl

esters by capillary gas chromatography”.

v' COl/T.20/Doc. n  29/Rev.l. 2017. “Determination of
biophenols in olive oils by HPLC”.

v' COIl/T.20/Doc. n.° 33/Rev.1. 2017. “Determination of fatty acid
methyl esters by gas chromatography”.

v' COI/T.20/Doc. n.° 34/Rev.1. 2017. “Determination of free fatty

acids, cold method”.

v" COI/T.20/Doc. n.° 35/Rev.l. 2017. “Determination of the

peroxide value”.

v" COI/T.20/Doc. n.° 36. November 2017. “Determination of the

methanol and ethanol content in virgin olive oil”.

v' COI/T.20/Doc. n. 4/Rev. 1. Septiembre 2007. “Anélisis

sensorial: vocabulario general basico”.

v" COI/T.20/Doc. n° 6/Rev. 1. Septiembre 2007. “Guia para la

instalacion de una sala de cata”.
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v COI/T.20/Doc. n.° 14/Rev. 1. June 2021. “Guide for the
selection, training and quality control of virgin olive oil tasters-

qualifications of tasters, panel leaders and trainers”.

v" COI/T.20/Doc. n.° 15/Rev. 10. 2018. “Method for the

organoleptic assessment of virgin olive oil”.
1.1.5. Aceite de Oliva en la Dieta Mediterranea

El interés por lo que conocemos hoy dia por “Dieta Mediterranea” (DM)
se remonta a la década de 1950. Es en este momento cuando se comenzé a
estudiar y comparar la dieta, la alimentacién y el estilo de vida que se seguia en
los paises de la cuenca del Mediterrdneo con otros paises como por ejemplo EE.
UU. Algunos de los resultados de estos estudios mostraron como la incidencia de
enfermedades cardiacas, sobre todo enfermedades coronarias, era menor en las

zonas rurales del Mediterraneo que en el resto de paises estudiados.

La DM es una forma de alimentacion que se ha heredado a lo largo de
los afios y que esta constituida por multiples aportaciones, entre las que destacan
las procedentes de los iberos, fenicios, romanos, etc. Esta basada en la cocina
tradicional y es caracteristica no solo de Espafia sino también del resto de paises
del mar Mediterraneo. Uno de sus alimentos destacados es el pescado, ademas de
productos vegetales como: frutas, verduras, legumbres, frutos secos, pan, vinagre
y vino. También se caracteriza por el bajo consumo de carne roja y el consumo
de aceite de oliva como principal fuente de grasas, especificamente de las de tipo

monoinsaturado.

Es importante resaltar que solo en los ultimos afios es cuando realmente
se ha entendido la DM como una de las Unicas dietas completas y totalmente
saludable, con suficientes evidencias cientificas sobre sus beneficios para la salud

humana. Ademas de los efectos beneficiosos ante diferentes enfermedades, el
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aporte de grasas en la dieta es indispensable para la vida, tiene funcion energética
principalmente, pero también destaca por su funcion plastica o estructural y por
ser imprescindibles para la correcta absorcion de algunas vitaminas. Por Gltimo,
la carencia de estas grasas, puede hacer que aparezcan trastornos de crecimiento

en la piel, en el metabolismo o en ciertos drganos potencialmente sensibles.

Existen multitud de regiones en toda la cuenca del Mediterraneo, dando
lugar a diferentes formas de preparacion de los alimentos y a la utilizacion de
ingredientes y especies de diferente origen, pero siempre teniendo en comun el
aceite de oliva como principal grasa, habiéndose convertido asi en el pilar
fundamental de la DM.

Los beneficios Unicos que se generan con la DM, tales como la
prevencion de enfermedades degenerativas y una mayor longevidad, se entienden
mejor con ejemplos de estudios cientificos recientes. Asi Gaforio et al. (2019)
recogen las investigaciones mas recientes sobre los beneficios del aceite de oliva
como grasa casi exclusiva en la dieta, que es lo que caracteriza al area del
Mediterraneo, y muestran pruebas sustanciales que indican que el aceite de oliva

deberia ser la grasa preferida para la salud humana.

Diferentes ensayos clinicos han mostrado como el consumo de aceites de
oliva virgenes esté relacionado con un menor riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares y de minimizar la posibilidad de padecer algunos tipos de
cardiopatias. Ademas, el aceite de oliva permite regular los niveles de
lipoproteinas de alta densidad en sangre (HDL) o cominmente conocido como
“colesterol bueno” disminuyendo los niveles de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) o comunmente conocido como “colesterol malo” (Guasch-Ferré et al.,

2014; Hohmann et al., 2015).

En el marco de un estudio de Prevenciéon con Dieta Mediterranea

(PREDIMED), que es un ensayo aleatorio y controlado por grupos con el objetivo
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de evaluar el efecto de la DM en la prevencion primaria de enfermedades
cardiovasculares en Espafa, Garcia-Gavilan et al. (2018), realizaron un estudio
complementario donde destaco la relacion existente entre el consumo de aceite
de oliva virgen y la osteoporosis. Asi, se demostré un menor riesgo de fracturas

6seas en la poblacidn que aportaba aceite de oliva en su dieta diaria.

Por otro lado, algunos polifenoles como el oleocantal, que se encuentra
en concentraciones variables en el aceite de oliva virgen extra, tiene actividad
antiinflamatoria y neuro-protectora. En diversos estudios se observo como el
consumo de aceite de oliva virgen extra provoca una pérdida rapida de la
viabilidad de las células cancerosas, induciendo dafos en los lisosomas de estas
células que provocan toxicidad celular in vitro e in vivo. (Goren et al., 2019;
Siddique et al., 2019). Asimismo, el hidroxitirosol actla previniendo artritis,
enfermedades cardiovasculares y cancer, también tiene propiedades
antimicrobianas y antiinflamatorias. Los polifenoles como el hidroxitirosol y la
oleuropeina son un potente agente antioxidante debido a su actividad de radicales
libres junto con la oleuropeina (Calahorra et al., 2020; Zori¢ et al., 2021).
Gallardo-Fernandez et al. (2020) mostraron en un estudio la relacién entre el
consumo de aceite de oliva con la reduccion del deterioro cognitivo en las

enfermedades neurodegenerativas como en el caso del Parkinson.

Respecto al metabolismo y al microbiota intestinal, seguir la DM basada
en el aceite de oliva como principal grasa, en lugar de otras basadas en
mantequillas, conlleva mejoras del microbiota, mejorando ademas el perfil
lipidico en sangre y disminuyendo la probabilidad de padecer problemas
metabdlicos. Otro beneficio reportado por la DM es la reduccion del riesgo de
padecer diabetes tipo 1l y Alzhéimer (Tzekaki et al., 2021; Visioli et al., 2018).

Otro punto importante a destacar en la DM es el cocinado de alimentos.
La tradicion culinaria del Mediterraneo es acompafiar los alimentos tras su

coccion con aceite de oliva virgen extra crudo. Sin embargo, con el objetivo de
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hacer mas agradables los alimentos, cada vez es mayor el uso del aceite de oliva
virgen en la preparacion de estos, ya sea asado, ahumado o en fritura. Asi mismo
es primordial que tras el cocinado, el aceite siga manteniendo su calidad, es decir,
su alto contenido en antioxidantes y polifenoles, que ademas tienen efecto
protector para el propio.

Una ventaja mas del aceite de oliva frente a otros aceites de semillas o
aceites de origen animal es su estabilidad ante temperaturas elevadas durante la
fritura o el cocinado. Las grasas sufren autooxidacion en presencia de oxigeno
atmosférico, que se acentlla cuando se someten a temperaturas elevadas. Este
hecho es proporcional al grado de saturacién de cada grasa y también a la casual
coexistencia de sustancias prooxidantes. En el caso de las grasas animales o de
semillas, el proceso de autooxidacion que experimentan es rapido. La explicacién
de este suceso para las grasas animales esta en su bajo nivel de insaturacion y en
su escasez de agentes antioxidantes, mientras que, en el caso de las grasas de
semillas, a pesar de tener un importante valor de agentes oxidantes, presenta un
elevado grado de insaturacion. Todo lo contrario ocurre con el aceite de oliva,
que presenta un grado intermedio de insaturacién y contiene maltiples sustancias
con actividad antioxidante convirtiéndose asi, en la mejor opcion de grasa estable

ante temperaturas elevadas (Garcia Sanchez, 2017).

Finalmente, enfatizar que un aspecto de tendencia moderna de la
alimentacion es la composicién nutracéutica de nuestra dieta, que ha hecho que
se mejore de forma general la salud humana. Los nutracéuticos intervienen en los
procesos biolégicos a través de mecanismos de nutrigendmica e
inmunomoduladores, aportando asi multitud de beneficios para la salud. En esta
misma linea podria concluirse que el aceite de oliva tiene importantes
propiedades nutracéuticas gracias a sus acidos grasos y a sus compuestos
fendlicos (Wani et al., 2018).
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1.1.6. Aceite de Olivay Color

El aceite de oliva, posee entre otras propiedades fisicoguimicas un color
caracteristico propio, pudiendo variar desde el verde intenso al dorado. El color
es un atributo que va a depender de la variedad y la madurez de la aceituna. Esta
a su vez, como fruto del olivo, va a ir cambiando su color dependiendo del grado
de madurez, desde un verde intenso, inicial, a amarillo-verde para finalmente
tornarse purpura y negro. Asi, los pigmentos clorofilicos y los carotenoides son
los responsables del color verde del fruto y su concentracion ira disminuyendo
progresivamente durante la maduracion. A lo largo de esta apareceran pequefias
manchas rojizas en la piel, fruto de la sintesis de compuestos tales como las
antocianinas, que terminardn pigmentando la pulpa global del fruto cuando
invadan el interior. El color natural del aceite viene dado por los niveles de
clorofilas y carotenoides, compuestos que se transfieren al aceite de oliva al ser
compuestos de naturaleza liposoluble (Gandul-Rojas et al., 2013).

Los pigmentos totales del aceite de oliva se ven afectados durante el
proceso de extraccion, donde se pierden en mayor cantidad los pigmentos
clorofilicos y en menor cantidad los carotenoides. Ademas, factores
agronémicos, tecnolégicos o un mal almacenamiento, pueden afectar al perfil
final de estos pigmentos por deterioro de los mismos (Gandul-Rojas & Minguez-
Mosquera, 1996).

Es importante resaltar que las clorofilas y los carotenoides en los
alimentos se valoran fundamentalmente por su funcion cromética. Sin embargo,
el color, no solo del aceite sino de los alimentos en general, puede influir en la
eleccion de los consumidores a la hora de realizar la cesta de la compra, e incluso
puede llegar a relacionarse con los diferentes tratamientos de transformacion a
los que se han sometido. En esta misma linea, estos compuestos representan algo
mas que color en la tecnologia alimentaria, pudiéndose convertir en indicadores

de calidad del producto final. Si, ademas, se tiene en cuenta su relacion con
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posibles beneficios para la salud, se entiende el creciente interés por estos
compuestos por parte de la comunidad cientifica.

El color se ha convertido en un atributo con gran protagonismo entre las
propiedades méas importantes de los alimentos, no solo por su relacion con
composicion quimica y nutricional, sino también por su gran influencia en las
preferencias por parte del consumidor. Asi, se han propuesto varias escalas para
especificar el color de los aceites de oliva virgenes en relacion con el sistema
colorimétrico estandar de la Comisién Internacional de Iluminacion (CIE)
(Melgosa et al., 2004; M. J. Moyano et al., 1999; Salmeron et al., 2012). Ademas,
en los dltimos afios se ha impulsado el desarrollo de nuevas técnicas e
instrumentacion de facil manejo, al igual que nuevas investigaciones en las que
se relaciona las coordenadas colorimétricas y el contenido de pigmentos

presentes en el aceite de oliva (Moyano et al., 2008; Moyano et al., 2010).
1.1.6.1. Especificacion del color

El color es un atributo de percepcién y se debe a una interpretacion
subjetiva. Las imagenes y el color de las mismas se generan cuando el cerebro
interpreta las sefiales nerviosas de los fotorreceptores de la retina del 0jo; a su vez
estas son sensibles a las longitudes de onda del espectro electromagnético de la
luz. Por tanto, si varias personas observan el mismo objeto, basandose en
diferentes referencias y experiencias, pueden percibir el color de forma diferente

y, ademas, van a utilizar palabras muy diferentes para expresarlo.

El color depende de la luz y como consecuencia, de la fuente de la que
procede. La radiacion electromagnética, comunmente conocida por luz, esta
compuesta por distintas longitudes de onda que abarcan desde las ondas de radio
y television hasta los rayos X. Respecto a la apreciacion de color, juega un papel

primordial el conjunto de radiaciones que compone el espectro visible (380-780
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nm), que ademas es susceptible de ser captado por el ojo humano generando los
diferentes colores (Figura 1.2):

- Azul-Violeta: 380-480 nm
- Verde: 480-560 nm

- Amarillo:560-590 nm

- Naranja: 590-630 nm

- Rojo: 630-780 nm

Figura 1.2. Izquierda: Espectro electromagnético. Derecha: Zona visible del espectro.
(Konica Minolta, 2007).

Describir un color de forma precisa es complicado y se convierte en una
valoracion personal dificil de estandarizar. Sin embargo, si existiera un método
estandar para expresar los colores con precision podrian ser entendidos de forma
fluida, exacta y sencilla. Por este mismo motivo se hace esencial utilizar

estandares comunes y uniformes, como los observadores patron propuestos por
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la CIE, con el objetivo de tener una especificacion universal y rigurosa del color
(Limdn, 2017).

El punto de partida que la CIE ha tomado para la especificacion numérica
del color son los llamados valores triestimulo: X, Y, Z. En la definicion de estos,
participan los tres elementos basicos de la percepcion del color, que son: fuente
de luz, objeto y sistema visual humano. La determinacién del color requiere la
distincion de los tres atributos de percepcion cromatica: tono, luminosidad y

saturacion.

Tono

Es el atributo de una percepcion visual, segun el cual una zona puede
parecer similar a un color, rojo, amarillo, verde o azul o a una combinacién de
estos por pares adyacentes, teniendo en cuenta su posicion en un anillo cerrado
(Figura 1.3.). En este anillo al que se suele llamar circulo de tonos o rueda de
color, aparecen los tonos en el orden en el que vemos estos en el arco iris, en un
extremo el azul en el otro el rojo y conectados con colores purpuras. Un color
acromatico, es el color percibido que carece de tonalidad o que son neutros, como
lo son el negro, el blanco o el gris, colores sin cromaticidad, y un color cromatico

es la percepcidn de un color gue posee tono.
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> Alta

Luminosidad

Baja <

Alta «——» Baja «—> Alta
Saturacion Saturacion

Figura 1.3. Arriba: Circulo de color. Abajo: Cambios de luminosidad y saturacion para

el rojo-morado y verde (Konica Minolta, 2007).
Luminosidad

Es el atributo de una percepcion visual segun el cual una zona parece
emitir o reflejar m&s o menos luz. Los colores pueden separarse en brillantes y
oscuros cuando comparamos su claridad o lo brillantes que son.
Independientemente del tono la luminosidad se puede medir. En la Figura 1.3.,
que es una seccion transversal de la rueda del color cortada a lo largo de una linea

recta entre el punto A y el punto B, la luminosidad aumenta hacia arriba y
disminuye hacia abajo.
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Saturacién

Es una experiencia perceptiva Unica e independiente. Este tercer atributo
es independiente del tono y de la luminosidad, y, ademas, es fundamental para la
descripcion de color. En la Figura 1.3., se observa como la saturacion cambia
para el rojo-morado y el verde, los colores en el centro son apagados o0 poco
saturados y se vuelven mas vivos a medida que nos alejamos de este. Existe
bibliografia especifica que define aqui tres atributos: “colorido, croma y
saturacion”, en nuestro caso no vamos a discutir su distincion ya que unos derivan
de los otros, y todos son necesarios para la medicion y especificacion de las
diferencias de color (Fairchild, 2013).

1.1.6.2. Espacio de color

Un espacio de color consiste en un sistema de especificacion numérica
del color utilizando 3 nameros que varian en escalas continuas. Existen dos
sistemas CIE creados para estandarizar la expresion del color de forma numérica
y ademas objetiva. Uno de ellos es el sistema Yxy, se cre6 en 1.931 y esta basado
en los valores triestimulo XYZ. El otro es el sistema L* a* b* o también conocido
como sistema CIELAB, este se cre6 en 1.976 para proporcionar diferencias de
color mas uniformes respecto a las diferencias visuales (Fairchild, 2013). En esta
tesis solo se va a comentar el espacio de color CIELAB, que es el que se ha
utilizado para hacer las diferentes medidas de color de todas las muestras de
aceite de oliva virgen estudiadas, pero destacar, que ademas de este también

podemos encontrar el espacio de color L*C*h, Hunter Lab y CIELUV.

Espacio de color L* a* b*

El espacio de color L* a* b* o también conocido como espacio CIELAB,
actualmente, es el mas utilizado para medir el color de los objetos y, ademas, se
utiliza en practicamente todos los campos. Este espacio de color surge

principalmente para corregir los problemas del espacio de color original Yxy, en
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el que no se correspondian las diferencias de color percibidas con las distancias
en el diagrama de cromaticidad x. En este nuevo espacio CIELAB (Figura 1.4.),
el parametro L*, es la luminosidad y los pardmetros a* y b*, son las coordenadas
de cromaticidad. En la Figura 1.4. se muestra el diagrama de cromaticidad a*b*
con un L* constante, donde las direcciones del color vienen indicadas por a* y
b*. Las direcciones +a* y +b* indican las direcciones del rojo y amarillo
respectivamente; mientras que las direcciones -a* y -b*, indican la direccién de
verde y azul, respectivamente. El centro del plano que se muestra es acromético
y a medida que los valores de a* y b* van aumentando y nos alejamos del centro,
la saturacion de color aumenta. Las ecuaciones para determinar los valores de las
coordenadas a*, b* y L*, vienen recogidas en el reglamento del CIE (CIE, 2018),

y se obtienen a partir de los valores de X, Y, Z.
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60
+a* Rojo

Azul

Figura 1.4. Arriba: diagrama de cromaticidad a*b* (L* constante). Abajo: Sélido de
color para el espacio de color CIELAB (Konica Minolta, 2007).

Diferencia de color

Una de las ventajas del espacio CIELAB es la simplicidad de célculo de
la diferencia entre dos colores. Esta diferencia entre dos colores cualesquiera del

espacio de color es la distancia Euclidea entre sus ubicaciones. La diferencia total
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de la que se viene hablando viene dada en términos de L*, a* y b* y se obtiene
mediante la siguiente formula (Ecuacion 1.1):

AEg,, = /(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)2 Ecuacién 1.1

donde, AL*, Ab* y Aa*, corresponden a las diferencias en los parametros
de color L*, a* y b*, respectivamente, entre dos colores. La unidad de diferencia
de color (AE,;.), representa una escala uniforme de la diferencia de color. Todos
los valores son positivos y un valor mayor representa grandes diferencias de color
(Xiao et al., 2013).

1.2. Carotenoides

Los carotenoides son una familia de mas de 600 pigmentos vegetales
liposolubles que generan gran parte del color que podemos ver en la naturaleza.
Este conjunto de compuestos, va aumentando progresivamente al identificarse
cada afio nuevas estructuras. Los carotenoides, no son un grupo mas de pigmentos
naturales, son compuestos que tienen propiedades muy especiales y notables que
practicamente ningln otro grupo posee. Estos pigmentos liposolubles son
biosintetizados por organismos fotosintéticos, por algunos procariotas no
fotosintéticos y también por hongos. La mayoria de los animales no pueden

biosintetizarlos por lo que son incorporados a través de la dieta.

La principal funcion de los carotenoides en los alimentos es estética, pero
ademas de esta, los alimentos ricos en estos pigmentos, que son precursores de
vitamina A, son considerados beneficiosos en la prevencion de una gran variedad
de enfermedades humanas, incluyendo canceres y enfermedades oculares. Estos
efectos beneficiosos para la salud, solo se atribuyen a una pequefia parte de los
cientos de pigmentos que se encuentran en la naturaleza y que se han aislado y

caracterizado. Asi, solo algunos de ellos se encuentran en la sangre y tejidos
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humanos y solo dos de estos pigmentos se encuentran en la retina y el cristalino
del ojo (Krinsky & Johnson, 2005).

Es importante resaltar, que la concentracion de los carotenoides en los
alimentos va a depender de varios factores como son el genotipo, la precosecha,
el estado de madurez del alimento, el procesado y conservacion de este, asi como

los procedimientos de empaquetado y esterilizacion.
1.2.1. Estructura quimicay clasificacion

Los carotenoides son tetraterpenos formados por unidades multiples de
isopreno, que poseen en cada extremo un anillo de ciclohexano sustituido e
insaturado. La biosintesis de estos compuestos, parte del isopentenil pirofosfato,
que a su vez proviene del acido mevalonico. Esta cadena de isoprenos tiene su
origen en la unién de cuatro unidades de isopentenil pirofosfato, seguido de dos
unidades de geranil-geranil pirofosfato, obteniéndose asi el primer producto de
cuarenta atomos de carbono denominado fitoeno. Cuando este producto sufre
reacciones de deshidrogenacion, da lugar a la formacion del licopeno, del cual,
se derivan el resto ya sea por reacciones de hidrogenacion, ciclacion, insercion
de oxigeno o migracion de dobles enlaces. Respecto a la estabilidad, es
importante resaltar que estos isoprenoides son especialmente sensibles al
oxigeno, a los metales, a los acidos y a los peroxidos, asi como al calor y a la luz

(Carranco Jauregui et al., 2011).

Todos los carotenoides estan formados por variaciones de un esqueleto
central, Ca. Estas cadenas carbonadas largas y con dobles enlaces conjugados
pueden estar formadas Unicamente por carbonos e hidrogenos, lo que son
carotenoides hidrocarbonados y que son denominados carotenos y, por otro lado,
estas cadenas carbonadas pueden presentar grupos de oxigeno formando
carotenoides oxidados, denominados xantofilas. Los grupos oxigenados en forma

de grupos sustituyentes que mas se dan en estas Gltimas son los grupos hidroxi
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(OH) y epoxi, aunque también podemos encontrar grupos aldehidos (CHO), ceto
(C=0), carboxi (CO2H), carbometoxi (CO,Me) y metoxi (Ome). Asi pues, los
carotenoides quedan clasificados en dos grupos: carotenos y xantofilas, tal y
como se muestra en el esquema representado en la Figura 1.5. Los principales
carotenoides que podemos encontrar en los alimentos que constituyen la dieta
son: B-caroteno, a-caroteno, y-caroteno y licopeno, de la familia de los carotenos.
Respecto a la familia de las xantofilas: luteina, zeaxantina, B-criptoxantina,
astaxantina, cantaxantina y violaxantina. La estructura de los carotenos y las

xantofilas principales se muestran en las Tablas 1.3. y 1.4. respectivamente.

Tabla 1.3. Estructura quimica de los principales carotenos.

CAROTENOS:

p-caroteno

a-caroteno

Licopeno

X \\\\\\\\\\\ XN
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Tabla 1.4. Estructura quimica de las principales xantofilas.

XANTOFILAS

Luteina

Astaxantina

Cantaxantina

Violaxantina
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Teniendo en cuenta las diferentes estructuras de los carotenoides, medio
centenar de los que se conocen hasta el momento podrian ser precursores de
vitamina A. Los alimentos procedentes de plantas contienen como componente
principal B-caroteno. Este caroteno esta formado por dos anillos de B-ionona y se
le asigna una actividad de provitamina A del 100 %, convirtiéndose asi en un
carotenoide de especial importancia. Ademas de este, también se encuentran o-
caroteno, P-zeacaroteno, y-caroteno, B-criptoxantina y P-apo-8’-carotenal con
aproximadamente una actividad de provitamina A de: 50-54 %, 20-40 %, 50-52
%, 50-60 % y 72 %, respectivamente. Por el contrario, existen otros carotenoides
gue no son precursores de la vitamina A como las xantofilas, entre las que
destacan, la luteina, el licopeno, la astaxantina y la violaxantina (Carranco
Jauregui et al., 2011). Asi, la clasificacién de los carotenoides basada en su

actividad y estructura es la mostrada en la Figura 1.5.

CAROTENOS <::: CAROTENOIDES :> XANTOFILAS

- » a-caroteno
Precursores it i
——» [3-caroteno Vitamina A B-criptoxantina €———
——» y-caroteno
luteina «——
e No zeaxantina «———
licopeno Precursores
Vitamina A violaxantina ¢——

Figura 1.5. Clasificacion de los carotenoides.

El color de las moléculas de carotenoides viene dado por su caracteristico
sistema de dobles enlaces conjugados conocido como cadena poliénica. Esta
estructura especifica de la molécula que conocemos como cromoforo, es la que

le concede la capacidad de absorber luz en la regién del visible. Asi, esta
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estructura capta energia, promocionando electrones a niveles superiores y el resto
de energia que no se ha absorbido se refleja y/o se refracta. Esta Ultima es captada
por el 0jo humano y da lugar al proceso de excitacion y transmision neuronal por

el que se interpreta el color.
1.2.2. Carotenoides en la Nutricién Humana

Las grandes diferencias que existen respecto a la utilizacion y
metabolismo de los carotenoides presentes entre las distintas especies de
animales y humanos, hacen complicada su investigacion con animales de
laboratorio y mucho més el trasladar estos datos a recomendaciones dietéticas y
respuestas fisiologicas.

Los carotenoides como el B-caroteno, a-caroteno, y-caroteno y f-
criptoxantina, que contienen -iononina no sustituida, se convierten parcialmente
en vitamina A en la mucosa intestinal y otros tejidos. Algunos animales como las
vacas pueden absorber solo carotenos, en el caso de los carnivoros son
practicamente incapaces de absorber ningln carotenoide, excepto que se
alimenten con grandes dosis farmacolégicas. Algo peculiar ocurre con las ratas y
ratones, los cuales absorben los carotenoides provitamina A, haciendo dificil
encontrarla en su sangre o tejidos. Por ultimo, encontramos a las aves, que
utilizan los carotenoides provitamina A, los hidroxicarotenoides polares y los
cetocarotenoides para crear los caracteristicos pigmentos que dan color a sus

plumas y piel (Phyllis et al., 2015).

Para el ser humano la principal fuente de carotenoides son las frutas y las
verduras, aunque hay otros productos vegetales como las legumbres, los cereales
o incluso el aceite; algas o alimentos de origen animal que también los contienen
(Dias et al., 2018). Respecto a este ultimo grupo de alimentos, los carotenoides
se encuentran principalmente en las yemas del huevo, los tejidos de las aves de

corral, la leche, el higado y los tejidos adiposos de los mamiferos domésticos

Tesis Doctoral 65



D Introduccion

(ganado vacuno, caballos, ovejas y cabras), ademéas de en la carne de algunos
pescados, como el salmon. Es importante resaltar también, que la dieta puede ser
complementada con suplementos nutricionales y alimentos funcionales (Abe-
Matsumoto et al., 2018).

El ser humano solo tiene acceso a alrededor de unos 50 carotenoides
atendiendo a los productos alimenticios habituales que estan presentes en la dieta.
A pesar de ello, en el plasma sanguineo humano los carotenoides se reducen a
solo unos pocos: B-caroteno, a-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, zeaxantina y
luteina; asi como también fitoeno y fitoflueno, carotenoides olvidados por su falta
de color (Meléndez-Martinez et al., 2020).

Existe multitud de bases de datos y revisiones cientificas donde se
determinan la cantidad de carotenoides en los alimentos que componen nuestra
dieta. Es dificil obtener concentraciones exactas de estos compuestos en nuestros
alimentos diarios debido a la influencia de varios factores. En Tabla 1.5 se han
recogido las principales fuentes de los carotenoides nutricionalmente
importantes; solo se han presentado los alimentos que contienen mas de 0,5 mg
de carotenoide/100 g de alimento (Britton & Khachik, 2009; Phyllis et al., 2015).
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Tabla 1.5. Principales alimentos ricos en carotenoides.

Fuente de alimentos ricos en carotenoides

p-Caroteno
Albaricoque Zanahoria Mango
Brocoli Buriti Melocoton
Col de Bruselas Espinacas Batatas
Aceite de palma Pimiento verde
o . Pimiento
Pimiento rojo .
naranja
B-Criptoxantina
Caqui Mandarina Tomate
Calabaza Naranja Papaya
Luteina
Brocoli Yema de huevo  Vegetales de hoja verde
Pimiento amarillo  Calabaza Pimiento verde
Licopeno
Zanahoria Pomelo Guayaba
Papaya roja Caqui Tomate
Sandia
Zeaxantina
Pimiento naranja  Caqui Maiz dulce
Pimiento rojo Calabaza

Por tanto, es importante conocer la cantidad de carotenoides de los
alimentos que ingerimos, o0 en su caso conocer que alimento es rico en estos. Sin
embargo, también, hay que tener en cuenta el balance entre el contenido y la
biodisponibilidad. Es decir, es importante no solo el estudio de la eficacia de
digestion del alimento, sino también coémo los carotenoides se liberan,

solubilizan, absorben, se transportan y se metabolizan.

Si se comparan las frutas y verduras frescas con las que encontramos
enlatadas, cocidas o secas, estas Ultimas contienen més carotenoides por unidad
de peso que las primeras. Este hecho se debe principalmente a la deshidratacion

gue sufren durante ese tipo de tratamientos, aunque es cierto que el procesado de
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estos alimentos a altas temperaturas puede conllevar también ciertas pérdidas en
carotenoides.

La biodisponibilidad de los carotenoides puede verse afectada por varios
factores, principalmente por la matriz del alimento, la localizacion de estos
compuestos en la fuente individual de alimento, el efecto del procesado, asi como,

factores humanos como por ejemplo la edad o el estado de salud (Haskell, 2012).

El procesado de los alimentos juega un papel importante en la
biodisponibilidad de los carotenoides. El picado, la coccidn, el enlatado o la
preparacion de purés, libera estos compuestos de la matriz alimentaria,
facilitando asi su ingesta en el intestino. Igualmente, al ser pigmentos
liposolubles, la presencia de grasa en la propia comida ayuda a su absorcion
(Brown et al., 2004). En este mismo contexto, los aderezos en las ensaladas, las
salsas, los platos mixtos como sopas, guisos o estofados son excelentes vehiculos
de los carotenoides, incluso mejores que los propios productos crudos. En
resumen, fuentes animales de carotenoides, como leche, mantequilla, queso e
higado de vacuno son excelentes suministradores de B-caroteno biodisponible, o

huevos, grasa de pollo, higado y piel, de luteina y zeaxantina.

Por otro lado, tratamientos tales como cortar, desmenuzar o trocear las
frutas y verduras provocan la desaparicion de las “barreras fisicas” que
normalmente mantienen separados a los carotenoides y a las enzimas oxidantes,
aumentando la exposicion al oxigeno. Del mismo modo, cuando los alimentos
son almacenados, procesados o cocinados, se producen grandes pérdidas de
carotenoides causadas por una exposicion prolongada al aire, la luz fuerte,
temperaturas altas o por el &cido. Existen formas de cocinado que influyen de
forma diferente. Asi, una ebullicion prolongada del alimento o la fritura del
mismo provocan grandes cambios en los carotenoides. También son muy
perjudiciales el horneado o el encurtido. Sin embargo, hay otros métodos como

hervir durante poco tiempo, el salteado o el uso de microondas, que no conllevan
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cambios tan radicales en el contenido de estos compuestos. En cualquier caso, un
tratamiento térmico de forma prolongada puede provocar la isomerizacion y la

oxidacion de los carotenoides.

Estas pérdidas o cambios en los carotenoides deben compensarse a través
de la mejora en la biodisponibilidad de los mismos, tras la alteracion estructural

producida al procesar el alimento (Canene-Adams & Erdman Jr., 2009).
1.2.3. Importancia de los carotenoides en la salud

La ingesta elevada de carotenoides esté asociada con diversos beneficios
para la salud, entre los que encontramos, mejoras en las funciones del sistema
inmunitario y un menor riesgo de desarrollar enfermedades crénicas
degenerativas, como lo son la degeneracién macular asociada a la edad (DMAE),
la diabetes de tipo Il, la obesidad, algunos canceres como el de mama, de cuello
de utero, de ovarios y colorrectal y enfermedades cardiovasculares, entre otras.
Ademas, los carotenoides van ganando interés como promotores en la mejora de

funciones cognitivas, asi como fotoprotectores de la piel.

Uno de los principales focos en los que se centra el interés por los
carotenoides desde un punto de vista nutricional y fisiologico, es en la actividad
provitamina A. Los carotenoides provitamina A que se absorben pasan a formar
retinal que se reduce rapidamente a retinol. Una oxidacion irreversible del retinol
da lugar a acido retinoico, que promueve las funciones de la vitamina A,
fundamental en el crecimiento y desarrollo (Von Lintig, 2012). La deficiencia
de esta vitamina de forma persistente, puede provocar xeroftalmia que supone
ceguera prevenible pero irreversible en nifios pequefios. La xeroftalmia facilita la
aparicion de enfermedades infecciosas como el sarampion, diarrea y parasitos
intestinales, provocando un aumento del riesgo de mortalidad infantil en paises

donde hay especial deficiencia de vitamina A (Sommer, 2008).
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Algunos de los inhibidores del oxigeno singlete en la naturaleza son los
carotenos y las xantofilas. La presencia de oxigeno singlete puede desencadenar
dafios en el ADN, en las proteinas y en los lipidos. El exceso de energia de este
oxigeno singlete, es absorbido por los carotenoides y disipado en forma de calor.
Algunos carotenos como el B-caroteno y el licopeno, estan orientados entre las
bicapas lipidicas y alteran en menor medida la estructura de los fosfolipidos,
permitiendo una mayor penetracién de pequefias moléculas. La luteina y la
zeaxantina, son las xantofilas que se orientan a través de las membranas debido
a la presencia de grupos hidroxilos hidréfilos en su estructura. La ubicacion y la
orientaciéon de estos carotenoides pueden influir en su capacidad como
antioxidantes (Gruszecki, 2010). Los procesos de estrés oxidativo e inflamatorio
se producen de forma conjunta. Diversos estudios en humanos han relacionado
niveles bajos de carotenoides en dieta y/o en sangre con el aumento de los
marcadores de estrés oxidativo e inflamacion (D’Adamo et al., 2012; Holt et al.,
2009). El estrés oxidativo es un desequilibrio que resulta de una produccién
excesiva de especies oxidativas reactivas, que supera la capacidad de defenderse
de los antioxidantes celulares. Este estrés puede desencadenar otras respuestas
fisiologicas a nivel celular o tisular que pueden llegar a ser perjudiciales y
provocar pérdidas funcionales o incluso la muerte de las células o determinados
tejidos. Asi mismo, este estrés oxidativo puede activar ciertos factores de
transcripcion y afectar a la expresion de mas de 500 genes, entre los que se
incluyen, los genes de los factores de crecimiento, las moléculas que regulan el
ciclo celular o las citoquinas inflamatorias que pueden provocar una inflamacion
cronica (Wen et al., 2013).

Las propiedades antioxidantes de los carotenoides, ayudan a prevenir el
avance rapido de enfermedades crénicas como la obesidad y el sindrome
metabdlico, que incluye hipertension arterial, hiperglucemia y niveles bajos de
colesterol HDL, entre otras. De este modo, pueden reducir las altas tasas de

morbilidad y mortalidad, que tienen relacion directa con todas estas afecciones.
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Estudios epidemioldgicos en los que se ha controlado la ingesta dietética, el suero
y los niveles de tejido adiposo, han permitido relacionar los carotenoides con
enfermedades cardiovasculares. Algunos de estos estudios mostraron como altos
niveles de B-caroteno se relacionaban con un menor riesgo de sufrir infarto de
miocardio o incluso una leve disminucion de riesgo de ictus (Voutilainen et al.,
2006).

En el ensayo Alfa-Tocoferol Beta-Caroteno (ATBC) en el que se incluyé
a 29.000 participantes, se estudio el efecto del B-caroteno con respecto al riesgo
de padecer cancer (ATBC prevention study group, 1994). Estos participantes
recibieron un suplemento diario combinado con otros micronutrientes durante 5-
8 afios. Igualmente, otro ensayo similar, Eficacia de Caroteno y Retinol
(CARET), incluy6 a 18.000 participantes y recibieron un suplemento diario
durante 4 afios (Omenn et al.,, 1996). Ambas investigaciones concluyeron
afirmaciones contrarias a un estudio médico basado en 22.000 varones, no
fumadores (Hennekens et al., 1996). Este ultimo coincide con las conclusiones
obtenidas del ensayo chino Lixian con 30.000 mujeres y hombres,
mayoritariamente no fumadores (Blot et al., 1995), en el que se afirmaban los
efectos preventivos para cancer de estdmago. Otro aspecto que es importante
destacar es la forma de administracion de los carotenoides. Asi, si se realiza a
través de suplemento o en matriz alimentaria, la duracion del tratamiento y la
combinacion con otros nutrientes es fundamental, pero también lo es, factores
individuales de los participantes como si estan sanos o sufren alguna patologia y

su estado nutricional global.

De entre los carotenoides que no tienen actividad provitamina A, la
luteina y la zeaxantina, merecen una atencion particular. Estas moléculas se
acumulan preferentemente en la retina, junto con la meso-zeaxantina, mejorando
la salud ocular. Estas xantofilas conocidas como carotenoides maculares o

colectivamente como pigmento macular, son especialmente beneficiosas para la
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salud ocular debido a su funcionamiento como filtro de luz azul y como
antioxidantes, que protegen la retina del dafio oxidativo inducido por la luz
(Mares, 2016). De igual forma, los carotenoides incoloros: fitoeno y fitoflueno,
absorben al maximo en la region UV, protegiendo la piel de posibles dafios que
se producen por este tipo de radiacion de alta energia (280-400 nm) (Meléndez-
Martinez et al., 2018). Estas xantofilas también destacan en su actuacion como
antioxidantes, ya que estan presentes en las regiones perifoveal y periférica de la
retina, zonas expuestas a altas concentraciones de oxigeno y con altas tasas de
metabolismo. Cada vez son méas numerosas las publicaciones que relacionan
significativamente altas concentraciones de este pigmento macular en tejidos
oculares, suero y plasma con una posible reduccion del riesgo de padecer DMAE
(Bernstein et al., 2016; Bone & Landrum, 2010; Carpentier et al., 2009;
Hammond & Fletcher, 2012; Ma et al., 2012). Esta enfermedad es la principal
causa de ceguera en las personas mayores de paises occidentales, comienza en la
macula con depdsitos amarillos, tal y como se muestra en la Figura 1.6., dadas
por la falta de xantofilas junto con otras anomalias de pigmentacion. La
naturaleza de esta enfermedad hace complicada la interpretacion de estudios
epidemioldgicos y ensayos clinicos.

Evolucion de la DMAE en la retina

Figura 1.6. Diferentes etapas en la evolucion de la DMAE en la retina. De izquierda a
derecha se muestra la evolucion de la enfermedad desde una retina sana hasta una retina

dafiada irreversiblemente. Imégenes tomadas de: https://medialibrary.nei.nih.gov

A pesar de la existencia de estudios que manifiestan controversias sobre
si el suplemento de carotenoides a largo plazo puede prevenir ciertas patologias

en individuos susceptibles, no habria que descartar la posibilidad de que a largo
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plazo una dieta rica en frutas y verduras, que incluya xantofilas y otros
carotenoides, pueda ralentizar la progresion de algunas enfermedades como las
mencionadas anteriormente. La demostracion del efecto del aporte de
carotenoides es bastante dificil y laborioso debido a la complejidad de la
fisiologia humana, a la variabilidad de la dieta, a la influencia de factores
ambientales y a las limitaciones en los estudios realizados a la hora de evaluar

acciones biolégicas y resultados respecto a la salud.

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha definido
recomendaciones de ingestas diarias seguras de carotenoides, incluyendo para
algunos de ellos la ingesta diaria aceptable, (ADI). Por ejemplo, para la luteina
gue procede de Tagetes erecta, que se utiliza como aditivo, su ADI esté estimada
en 1 mg/kg de peso corporal al dia (EFSA, 2010). Igualmente para el licopeno
como aditivo, es 0,5 mg/kg de peso corporal al dia (EFSA, 2008). Respecto a
carotenos mixtos y/o B-caroteno, se considera un consumo seguro por debajo de
15 mg/kg al dia (EFSA, 2012a). Ingesta de 0,75 mg/kg de peso corporal al dia de
zeaxantina, también se ha corroborado que se considera un consumo seguro
(EFSA, 2012b). Por lo tanto, se puede concluir que la ingesta de grandes
cantidades de carotenoides, que significa una ingesta mucho mayor a la ingesta
normal dietética, es segura. Esta ingesta se mueve en unos rangos diferentes para
cada carotenoide como se muestra en la Tabla 1.6. En cualquier caso y como se
ha comentado con anterioridad, las recomendaciones sobre la ingesta de
carotenoides en la dieta pueden verse afectadas por el hecho de que la
biodisponibilidad de los carotenoides depende de otros factores relacionados
directamente con las dietas y el huésped, que ademéas pueden conllevar a
diferencias en la absorcion y en el metabolismo entre individuos, y también, por
la escasa informacion existente sobre conversiones metabdlicas de los

carotenoides.
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Tabla 1.6. Rangos de consumo diario de carotenoides (Meléndez-Martinez, 2019;

Rodriguez-Concepcion et al., 2018).

Carotenoide Rango de ingesta

diaria (mg)

a-Caroteno 0,16-2,43
B-Caroteno 0,92-8,80
B-Criptoxantina 0,04-1,36
Luteina + Zeaxantina 0,83-4,11
Licopeno 0,83-9,43
Fitoeno 2,00

Fitoflueno 0,70

1.2.4. Métodos de extraccion y analisis

Los dobles enlaces conjugados que hacen tan caracteristicos a los
carotenoides por su color, también los hace susceptibles de degradarse y de
isomerizacion ante la exposicion a la luz, a altas temperaturas, al oxigeno y a los
acidos. Consecuentemente, para minimizar al méaximo la pérdida de estos
compuestos en su extraccion, analisis y determinacion, durante la preparacion de
la muestra se debe tener precaucion y protegerlos de la luz, del calor y del
oxigeno, ademas de trabajar con ellos a temperatura ambiente o por debajo,

empleando disolventes no polares como lo son el éter de petroleo o el hexano.

El procedimiento para la determinacién de los carotenoides presentes en
diferentes matrices alimenticias se puede dividir en varias etapas: preparacion de
la muestra, extraccion y saponificacion; seguidos de separacion, identificacion y
cuantificacion de los carotenoides. Destacar que, en la preparacion de las
muestras, se deben extraer las partes mas representativas de estos y congelarlos
en nitrégeno liquido para detener las reacciones metabdlicas antes de la
liofilizacion. Si fuera necesario el almacenamiento de estos hasta el anélisis, debe
realizarse en un congelador, preferiblemente a -40°C, a vacio o en atmosfera
inerte (Meléndez-Martinez et al., 2020).
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Tradicionalmente se ha usado la cromatografia en columna para
extraccion de estos compuestos bioactivos. Con esta técnica se aislaban y
purificaban estos compuestos, con la gran desventaja de que se desarrollaba con
exposicion a la luz y al aire de una forma descontrolada, y consecuentemente no
habia una reproducibilidad en el método. A este inconveniente se suma la
obtencién de pequefias cantidades de muestra, igual que ocurre con la
metodologia de cromatografia en capa fina, también utilizada para la separacion
de carotenoides. En esta Ultima, adicionalmente, se produce la oxidacion e
isomerizacion de la muestra, debido a la presencia de oxigeno y de silice durante
su desarrollo. Por todo esto, son necesarias otras técnicas con condiciones
controladas, que utilicen menor cantidad de extracto y sean mas rapidas. Otras
técnicas destacadas son: extraccion asistida por ultrasonidos, extraccion asistida
por microondas, extraccion asistida por enzimas, extraccion de liquidos a presion
0 extraccion acelerada con disolventes y extraccion con fluidos supercriticos.
Actualmente la técnica que mejor se adapta a las condiciones controladas,
cantidad de muestra, rapidez, etc., es la extraccion liquido-liquido (Saini &
Keum, 2018; Xu et al., 2017).

Otro aspecto importante a tener en cuenta es el disolvente que se utiliza.
El disolvente o la combinacion éptima de disolventes va a depender de la
complejidad de la matriz alimentaria y de la polaridad de los carotenoides, si son
carotenos o xantofilas. Durante afos los disolventes que se han venido utilizando
han sido, mayoritariamente: acetona, tetrahidrofurano, éter de petrdleo, éter
dietilico, cloroformo, hexano, acetato de etilo y etanol. Durante la extraccion y
con idea de proteger de la oxidacion los carotenoides, es recomendable adicionar
antioxidantes, siendo el més usado el butilhidroxitolueno (BHT) (Amorim-
Carrilho et al., 2014). Tras la extraccion es importante la etapa de saponificacion
alcalina, en la cual, componentes indeseados como las clorofilas, triacilgliceroles,
ésteres de xantofilas, entre otros, se van a eliminar. De este modo se evitan

posibles interferencias en la separacién, deteccidn y cuantificacion.

Tesis Doctoral 75



D Introduccion

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es la técnica que se
viene utilizando en cuanto a separacion de carotenoides. La fase estacionaria mas
comun suele ser la constituida por columnas C18, que posteriormente se
sustituyeron por columnas de fase reversa C30. Estas Ultimas resultaron tener
mayor poder de separacion de isomeros de carotenoides, debido a mayores
interacciones hidrofdbicas en comparacion con las C18. La identificacion de
estos compuestos parte de los primeros datos que se obtienen a partir de su
comportamiento cromatogréafico y del espectro de absorcion de UV-Vis. A raiz
de estos se obtendra informacién como: la longitud de onda de méxima absorcién
y la forma del espectro, principales caracteristicas del croméforo representativo

de los carotenoides (Rodrigues-Amaya & Kimura, 2004).

Se vienen utilizando diversas técnicas basadas en la cromatografia
liquida, acopladas a un detector de fotodiodo array o UV-Vis. Con estos sistemas
es imposible proporcionar informacion para la identificacion sobre la estructura
molecular en casos de carotenoides desconocidos y en matrices de muestras
complejas. Por este motivo, muchos investigadores han complementado la
identificacion de carotenoides con otros detectores como la espectroscopia de
masas (MS). Con estas se puede obtener informacion sobre la estructura
molecular a partir de la masa molecular y el patron de fragmentacién en tandem
de MS (MS/MS y MS/MS/MS).

Asi, se han utilizado varios métodos para la ionizacién de carotenoides,
entre los que destacan, impacto de electrones (EI), bombardeo rapido de atomos
(FAB), desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI), ionizacion por
electrospray (ESI), ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI),
fotoionizacién a presion atmosférica (APPI) y la sonda de analisis de sélidos
atmosféricos (ASAP) (Cacciola et al., 2012).

Las técnicas mas utilizadas para el estudio de carotenoides son

cromatografia liquida (LC) acoplada a ESI y acoplada a APCI. Esta ultima es una
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técnica excelente de ionizacién para los pigmentos no polares y de caracter
lipofilico como los carotenoides, mientras que la primera, ESI, es la més
adecuada para compuestos polares. Varios autores han utilizado métodos LC-
PDA-APCI-MS para analizar e identificar una amplia gama de compuestos
carotenoides en diferentes matrices. Para la determinacion de estructuras de los
carotenoides, son importantes la MS y la resonancia magnética nuclear (RMN).
Estas se utilizan en combinacion con otras técnicas de separacion, como por
ejemplo: cromatografia de liquido acoplada a resonancia magnética nuclear (LC-
NMR), cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS),
cromatografia de liquido acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) y
electroforesis capilar acoplada a espectrometria de masa (CE-MS) (Amorim-
Carrilho et al., 2014; Singh et al., 2015).

1.3. Alimentos funcionales

La nutricion adecuada que tradicionalmente se conoce es aquella que
tiene como principal objetivo el aporte de los nutrientes necesarios para el
correcto funcionamiento del organismo y para el mantenimiento de las
necesidades tanto metabdlicas como fisiolégicas del mismo. Una dieta sana,
variada y equilibrada debe suministrar los nutrientes necesarios para satisfacer
las necesidades basicas y con ellos favorecer el mantenimiento de una buena
salud. Este concepto tradicional que conocemos, esta cambiando en los dltimos
afios por el término de nutricion Optima. Este Gltimo, implica que ciertos
alimentos, ademas de suministrar energia y nutrientes, promuevan una mejoria
en nuestra salud y, ademas, sean capaces de reducir el riesgo de desarrollar ciertas

enfermedades.

La vida actual, su ritmo acelerado, determinados habitos de alimentacion
gue se van adquiriendo, la falta de tiempo para cocinar, la gran oferta alimentaria,

entre otros aspectos, nos conducen a no seguir una alimentacién equilibrada y
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con ello a no ingerir los nutrientes necesarios para cubrir las necesidades
nutricionales y cantidades adecuadas para nuestra salud. Por ello, existen
profesionales de la salud e investigadores que se centran en identificar qué
alimentos pueden mejorar la salud y pueden conducirnos a reducir el riesgo de
padecer algunas enfermedades como lo son las cardiovasculares o diferentes tipos

de cancer.

En este sentido, surge una nueva linea de investigacion cientifica, que
dentro de la industria alimentaria esta cogiendo cada vez més fuerza, la ciencia
de los Alimentos Funcionales, que llega a representar el &rea de mayor
crecimiento y cuyo gran potencial estd comenzando a ganar fuerza en el area

comercial (Barbera Mateos & Marcos, 2007).

Son numerosas las investigaciones existentes que subrayan como los
alimentos funcionales compensan las deficiencias y desequilibrios alimentarios y
ademas coémo algunos de sus ingredientes naturales aportan beneficios y
previenen enfermedades. Los alimentos funcionales consisten en compuestos
biol6gicamente activos que son capaces de proporcionar beneficios para la salud
mas alla de sus propias capacidades nutricionales basicas. Los compuestos
bioactivos, son los componentes de estos alimentos, a los que se han considerado
responsables de su funcionalidad. Ademas, son derivados de plantas, animales u
otras fuentes como son los microorganismos. Estos compuestos tienen la
habilidad de interactuar con uno o mas componentes del tejido vivo,
proporcionando una serie de efectos positivos, entre los que destacan su actividad
bioldgica, actuando como compuestos antioxidantes, antiinflamatorio,
antidiabético, anticancerigeno, antivirales y antitumorales (Banwo et al., 2021;
Fu et al., 2022; Guaadaoui et al., 2014; Konstantinidi & Koutelidakis, 2019).
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1.3.1. Definicién

Japén, en 1991, fue de los primeros paises que reguld los complementos
alimenticios, utilizando para ello el término FOSHU (Foods for Specified Health
Use), que podria ser traducido por “alimentos para uso especifico de salud”, que
maés tarde dio lugar al concepto que hoy conocemos como alimento funcional
(Reque & Brandelli, 2021). EI concepto alimento funcional tiene mdultiples
definiciones y aln no ha sido definido oficialmente por la legislacion europea.
No obstante, el Consejo Internacional de Informacién sobre Alimentos (IFIC),
define estos alimentos como: “todo alimento semejante en apariencia fisica al
alimento convencional, consumido como parte de la dieta diaria, pero capaz de
producir demostrados efectos metabdlicos o fisiologicos, Utiles en el
mantenimiento de la buena salud fisica y mental, en la reduccidon del riesgo de
enfermedades crénico-degenerativas, ademas de sus funciones nutricionales
basicas”. Otros organismos como el Instituto Internacional de Ciencias de la Vida
en Europa (ILSI), también trabajan para una mayor aceptacion de estos alimentos,
definiendo, en el proyecto FUFOSE (Functional Food Science in Europe), como
un alimento funcional puede considerarse (Barberd Mateos & Marcos, 2007;

Luengo Fernandez, 2007):

- Alimento natural.

- Alimento al que se afiade o al que se elimina algiin componente

mediante biotecnologia o algin método tecnolégico.

- Alimento al que se varia la naturaleza de alguno de sus

componentes.

- Alimento al que se modifica la biodisponibilidad de alguno de

Sus componentes.

- Cualquier combinacion de las opciones anteriores.
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Ademas, como ya se ha comentado con anterioridad, para el ILSI, un
alimento se considerard funcional si se demuestra satisfactoriamente que es
beneficioso para alguna de las funciones especificas de nuestro organismo,
proporcionando asi mejoras en la salud, en el bienestar y reduciendo el riesgo de
padecer enfermedades.

Es importante, destacar las condiciones que debe cumplir un alimento

para que sea funcional (Schneider, 2001):

- Debe tener una naturaleza alimentaria, no puede consistir en una

capsula, comprimido o polvo.
- Debe consumirse como parte de la dieta diaria.
- Debe tener una funcion especifica en el cuerpo humano como:

Mejorar los mecanismos de defensa biolégica.
Prevenir el riesgo de padecer algunas enfermedades.
Recuperar de alguna enfermedad.

Controlar las condiciones fisicas y también mentales.

vV VYV YV V V¥V

Ralentizar el proceso de envejecimiento.

- Deben existir pruebas cientificas de su efecto.

- Se tiene que definir a que grupos de la poblacién esta dirigido.
Finalmente, algunos ejemplos de alimentos funcionales son:

- Leches enriquecidas en:

»  Calcio; previene la osteoporosis y ayuda al desarrollo

de huesos y dientes.
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» Vitaminas Ay D; ayuda en la actividad visual y en la
absorcion de calcio.

> Acido oleico: participa en la reduccion del colesterol
en sangre, asi como a reducir el riesgo de

enfermedades cardiovasculares.
- Zumos enriquecidos en:

» Vitaminas Ay D; ayuda en la actividad visual y en la

absorcién de calcio.

»  Calcio; previene la osteoporosis y ayuda al desarrollo

de huesos y dientes.

» Hierro; ayuda al transporte de oxigeno en sangre y a

prevenir anemias.
- Yogures enriguecidos en:

» Vitaminas Ay D; ayuda en la actividad visual y en la

absorcidn de calcio.
»  Calcio; previene la osteoporosis y ayuda al desarrollo
de huesos y dientes.

- Margarinas enriquecidas en:

»  Esteres de esteroles y estanoles de origen vegetal,
reduce los niveles de LDL, asi como el riesgo de
cardiopatia isquémica y enfermedades

cardiovasculares.

- Huevos enriquecidos:
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> Acidos grasos esenciales ®-3; ayuda a regular la
hipertension, asi como a regular los parametros

lipidicos.
1.3.2. Otros conceptos relacionados

Existen otros conceptos como alimento fortificado o nutracéuticos con

los que no hay que confundir el término de alimento funcional.

A diferencia de alimento funcional, un nutracéutico no tiene que ser un
alimento de consumo diario que forma parte de nuestra dieta, sino, que se toma
esporadicamente o durante un tiempo, principalmente porque contiene un
componente o nutriente especifico que vamos buscando consumir o del que
necesitamos aumentar su consumo. Por lo tanto, se puede decir que es un
suplemento dietético que se presenta en una matriz farmacéutica como céapsulas,
pildoras o en suspensiones. Este suplemento consiste en un concentrado de una
sustancia natural bioactiva que esta presente en los alimentos. Al ingerir estos
nutracéuticos se alcanzan ingestas de esta sustancia bioactiva mucho mayor que
si se toma el alimento que la contiene. El uso de los nutracéuticos ayuda a
alcanzar dosis favorables en cuanto a efectos beneficiosos para la salud que no se
alcanzarian al tomar el alimento de forma natural en nuestra dieta. Destacar
también que el origen bioldgico natural de los nutracéuticos es la principal

diferencia que hace que estos no sean igual a los medicamentos o farmacos, los

cuales se obtienen mediante sintesis y ademas no son considerados como

alimentos (Coppens et al., 2006; Télessy, 2019).

El carécter terapéutico de los nutracéuticos es aquello que lo diferencia

de los complementos alimenticios. Estos se definen segun el articulo 2 de la

Directiva 2002/46/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 10 de junio de
2002, relativa a la aproximacion de las legislaciones de los Estados miembros en

materia de complementos alimenticios (Directiva 2002/46/CE), como:
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“productos alimenticios cuyo fin es completar la dieta normal y consistentes en
fuentes concentradas de nutrientes o de otras sustancias que tengan un efecto
nutricional o fisiologico, en forma simple o combinada, comercializados en
forma dosificada, es decir capsulas, pastillas, tabletas, pildoras, bolsistas de
polvos, ampollas de liquido, botellas con cuentagotas y otras similares que deben
tomarse en pequefias cantidades unitarias”. Estos complementos alimenticios no
tienen la obligacion de tener un valor afiadido especifico en cuanto a la

prevencion o tratamiento de patologias como si lo estan los nutracéuticos.

Los alimentos fortificados junto con los alimentos funcionales
pertenecen a la misma categoria, es decir ambos son alimentos que contienen
algin componente o nutriente en concentraciones mas altas que el propio
alimento. Para el caso de los alimentos fortificados, uno o mas de sus ingredientes
estan en unas cantidades mayores a las que tiene el alimento normal. Por otro
lado, los alimentos funcionales, como ya se han definido anteriormente, consisten
en adicionar un ingrediente o0 componente al alimento con el objetivo de mejorar
o0 aportar beneficios adicionales respecto al alimento normal. Por consiguiente, el
alimento funcional, es un alimento enriquecido que es cualitativamente mayor
que un alimento comun, es decir, es de mayor calidad, mientras que un alimento
fortificado, es aquel que contiene mayor cantidad de ciertos ingredientes en su
composicion respecto al alimento comudn o normal (Santini et al., 2018; Télessy,
2019).

1.3.3. Legislacion

El principal problema que surge en el tratamiento de los alimentos
funcionales es la falta 0 ausencia de una normativa especifica sobre ellos, sobre
qué o cdmo se pueden anunciar y sobre qué pueden alegar los fabricantes de estos
ante sus consumidores. Ademas, es necesaria una legislacion que regule los
fraudes de aquellos alimentos o productos que no estan apoyados por

investigaciones cientificas.
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Los alimentos funcionales no estan regulados bajo una normativa
especifica, pero al igual que todos los alimentos deben cumplir con la legislacién
vigente de higiene y seguridad alimentaria. Tanto la legislacion espafiola como
la de la Unién Europea, obligan a que el envase del alimento posea la etiqueta
nutricional, es decir, que, si a un alimento se le ha adicionado un componente o
esta enriquecido con un nutriente especifico, el envase debe informar del aporte

real de este componente en el producto.

Tanto en Jap6n como en EEUU, ya existian normas que regulaban el
cumplimiento del aval cientifico-investigador de estos alimentos, mientras que
en Espafia hasta 2006 no existia normativa para ello. De aqui la importancia de
las declaraciones de salud (Health Claims) que surgen como necesidad de

normativas comunitarias.

En el Reglamento (CE) N° 1924/2006 del Parlamento Europeo y del
Consejo de 20 de diciembre de 2006 relativo a las declaraciones nutricionales y
de propiedades saludables de los alimentos (Reglamento (CE) 1924/2006), se
detalla el uso de estas declaraciones, asi como lo que se entiende por
“declaracion”. Esta es cualquier mensaje o representacion que no sea obligatorio
con arreglo a la legislacion comunitaria o nacional, incluida cualquier forma de
representacion pictérica, grafica o simbdlica, que afirme, sugiera o de a entender

que un alimento posee unas caracteristicas especificas.

En este mismo Reglamento se diferencian tres tipos de declaraciones, las
nutricionales, las de propiedades saludables y las de reduccion de riesgo de
enfermedades. En el podemos encontrar sus definiciones, condiciones de uso y
excepciones. Igualmente, es en el que se especifica que para que una declaracion
determinada sea validada, debe fundamentarse cientificamente, mediante datos

cientificos disponibles y la aprobacion de pruebas.
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La ciencia y la investigacién tienen un gran campo de trabajo por delante
con estos alimentos funcionales, la identificacion de marcadores, su
biodisponibilidad y factores con los que puedan verse afectados. A este hecho se
suma que seran fundamentales e imprescindibles como apoyo para que las
empresas alimentarias apliqguen y cumplan con todas estas declaraciones. La
reciente aprobacion del Reglamento (CE) 194/2006, junto con sus correcciones
de errores del Parlamento Europeo y del Consejo, es un positivo y gran avance

en cuanto a los alimentos funcionales y su legislacion.
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Objetivos

El principal objetivo de la investigacién contenida en la presente
Memoria de Tesis Doctoral es la obtencion de alimentos funcionales basados en
aceites de oliva virgen extra, enriquecidos en carotenoides. Se persigue dotar a la
industria oleicola de la posibilidad de obtener nuevos productos para asi ampliar
su catalogo y ademéas obtener una nueva via de lucha contra enfermedades

degenerativas asociadas al déficit de antioxidantes en nuestro organismo.

En este sentido, existe un gran interés en compuestos bioactivos como
los carotenoides, por sus variadas y saludables propiedades, destacando su
elevado poder antioxidante. Asi, la ingesta de estos compuestos en las cantidades
suficientes, puede ser efectiva para la prevencion de ciertas patologias. A esto se
suma que el aceite de oliva, al ser una matriz grasa, es un vehiculo ideal para la
ingesta, transporte y biodisponibilidad de estas moléculas. De este modo la
ingesta de aceite de oliva enriquecido en carotenoides puede convertirse en una
estrategia preventiva ideal ante el avance de las enfermedades desencadenadas

por déficit de antioxidantes.

El objetivo general de esta tesis puede subdividirse en otros objetivos

mas especificos que se desglosan a continuacion:

- Caracterizar  fisico-quimicamente  los nuevos  aceites

enriquecidos en B-caroteno y luteina.

- Estudiar el impacto de la adicion de los carotenoides f-caroteno
y luteina, en aceites de oliva virgen extra de diferentes variedades
(arbequina, picual y royal), diferentes cosechas y de distintos
indices de maduracion. Asi, se han evaluado pardmetros de
calidad del aceite, estabilidad oxidativa, contenido total de

fenoles, analisis sensorial y composicion.
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Estudiar y evaluar que concentracion de -caroteno y luteina es
la més apropiada de forma global, encontrando un balance entre
impacto en la calidad de los aceites controles y las cantidades
necesarias a ingerir de cada compuesto bioactivo para la

prevencion de enfermedades.

Determinar cédmo afecta el enriquecimiento en carotenoides
utilizados en esta Tesis Doctoral, a los aceites de oliva virgen
ante variables de degradacion tipicas de alimentos como son:

temperatura, exposicion a la radiacion y tiempo.

Evaluar si el dispositivo de “lengua electronica” es una
herramienta efectiva para hacer una discriminacién entre aceites
enriquecidos y no enriquecidos, asi como, entre aceites

enriquecidos con diferentes concentraciones de carotenoides.
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3. Efecto en las propiedades fisico-
guimicas de aceites de oliva virgen
extra de variedad picual,
enriquecidos con p-caroteno
procedente de hongos
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Efecto en las propiedades fisico-quimicas de aceites de oliva virgen extra de
variedad picual, enriquecidos con B-caroteno procedente de hongos

Murillo-Cruz, MC., Chova, M. & Bermejo-Roman, R. (2021). Effect of
adding fungal B-carotene to picual extra virgin olive oils on their physical and
chemical properties. Journal of Food Processing and Preservation, 45, e15186.

http://doi.org/10.1111/jfpp.15186

Es bien conocido que los aceites vegetales, como lo es el aceite de oliva
virgen extra, tienden a oxidarse, provocando que tanto sus propiedades
fisicoguimicas, su valor nutricional y en general su calidad, disminuyan y puedan
llegar a perderse. Igualmente, este tipo de aceites poseen propiedades muy
saludables, jugando un importante papel en la prevencién de enfermedades

degenerativas.

En este trabajo se ha evaluado el efecto que causa la adicidn del carotenoide
B-caroteno, procedente del hongo Blakeslea trispora, a un aceite de oliva virgen
extra de la variedad picual, con el objeto de evitar su posible degradacion y
ademas de reforzar el consumo de compuestos bioactivos. El B-caroteno es el
principal carotenoide provitamina A y destaca, entre otras, por sus propiedades
preventivas ante enfermedades como el cancer o ciertas afecciones

dermatoldgicas.

Para evaluar su efecto se compararon parametros fisicoquimicos y de calidad
de los aceites enriquecidos y los no enriquecidos. Los principales parametros
estudiados en este trabajo y que se exponen en este apartado son: el color, indice
de perdxidos, acidez libre, coeficientes de extincion especifica a 232 y a 270,

valor de p-anisidinay TOTOX.

Ademas, se estudio el comportamiento de estos aceites ante variables de
degradacion, mediante calentamiento con microondas convencional y a la

exposicion de radiacion UV.
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De entre los resultados obtenidos en este capitulo, destacan las diferencias
significativas que se observaron entre los aceites enriquecidos y los no
enriquecidos en cuanto a color. Se produjeron importantes cambios en el mismo
cuando las muestras de aceite se sometieron a calentamiento por microondas o
exposicion a la radiacion, siendo los aceites enriquecidos con el carotenoide los
gue menor cambio experimentaron. Respecto al resto de parametros de calidad
estudiados, y a excepcion de la acidez libre, experimentaron cambios con el
calentamiento y la exposicion a la radiacién, siendo estas diferencias menores en

las muestras enriquecidas, al igual que sucedié con el color.

Por tanto, la utilizacion del B-caroteno procedente de hongo Blakeslea
trispora puede ser una via efectiva para aumentar la ingesta de antioxidantes,
proporcionando un valor adicional al aceite de oliva y generando una mayor

resistencia a la degradacion del mismo.
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Murillo-Cruz, MC., Garcia-Ruiz, AB., Chova-Martinez, M., & Bermejo-
Roman, R. (2021). Improvement of Physico-chemical Properties of Arbequina
Extra Virgin Olive Oil Enriched with B-carotene from fungi. Journal of Oleo
Science, 70 (4), 459-469.

https://doi.org/10.5650/jo0s.ess20195

Son multiples los estudios que ponen de manifiesto el papel fundamental que
desempefian los carotenoides y sus derivados en la salud humana, participando
de manera crucial en la prevencion de numerosas enfermedades degenerativas y
distintos tipos de cancer. Igualmente, estas moléculas son las principales
responsables del color de muchos alimentos entre los que encontramos vegetales
y frutas. Sin embargo, el ser humano no es capaz de sintetizar estas moléculas de
caracter antioxidante, asi como su ingesta puede ser reducida debido a un
consumo inadecuado de vegetales y frutas en nuestra dieta diaria. Uno de los
carotenoides mas relevantes es el B-caroteno, que destaca por tener funciones de

colorante, ser precursor de provitamina A y poseer actividad antioxidante.

Por otro lado, la principal grasa de la dieta Mediterranea es el aceite de oliva.
Este tiene grandes propiedades nutricionales y organolépticas. Su consumo esta
ampliamente asociado a numerosos efectos beneficiosos para la salud, como la

prevencion de enfermedades coronarias y degenerativas.

El objetivo de este articulo es obtener y caracterizar un nuevo alimento
funcional, preparando muestras de aceite de oliva virgen extra (variedad
arbequina) enriquecidas con -caroteno procedente del hongo Blakeslea trispora,
a diferentes concentraciones: 0 mg/mL, 0,041 mg/mL y 0,082 mg/mL. Las
nuevas muestras obtenidas, tanto enriquecidas como no enriquecidas, se
evaluaron mediante la determinacion de los parametros de calidad del aceite de
oliva virgen, segun los respectivos reglamentos (Reglamento CEE N° 2568/91 de

la Comision, de 11 de julio de 1991, relativo a las caracteristicas de los aceites de
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oliva y de los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de anélisis e ISO
6885:2016, aceites de origen animal y vegetal). De igual modo, se estudio el
efecto de la adicidn de este carotenoide como un posible estabilizador oxidativo
ante la degradacion que sufren las muestras a través de calentamiento en

microondas y de exposicion a la radiacion UV.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron cambios significativos en
la calidad y el color de los aceites controles 0 no enriquecidos y los aceites
enriquecidos con B-caroteno. El color inicial de las muestras de aceite se torno a
un color amarillo-anaranjado, originado por el color original del propio extracto
del carotenoide. En cuanto al resto de parametros, la diferencia entre las dos
concentraciones estudiadas no fue significativa por lo que una concentracién en
torno a 0,082 mg/mL, puede ser apropiada para aumentar la dosis de
antioxidantes que ingerimos diariamente. La exposicién a temperatura y a la
radiacion UV produjeron una disminucién de la calidad de las muestras de aceites
estudiadas, aunque las muestras enriquecidas sufrieron menor degradacién que

las no enriquecidas.

El uso de antioxidantes naturales, como el B-caroteno, adicionados a aceite
de oliva virgen extra podria ser un método eficaz para protegerlo de la
degradacion ante exposicion a temperatura y radiacion UV y, ademas, puede
constituir una estrategia efectiva para el aumento del consumo de compuestos

antioxidantes, mejorando el valor nutricional de los aceites.
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Pereira, J. A., & Peres A. M. (2022). An electronic tongue as a tool for assessing
the impact of carotenoids’ fortification on cv. Arbequina olive oils. European
Food Research and Technology, 248, 1287-1298.
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La fortificacion de aceites de oliva en carotenoides como lo son la luteina
y el B-caroteno, mejora las propiedades fisicoquimicas de estos aceites y aumenta
el consumo de estos compuestos bioactivos con multiples beneficios para la salud
humana. Las cantidades recomendadas de ingesta de carotenoides no se alcanzan
con la dieta diaria, siendo necesaria la incorporacion a través de alimentos
fortificados. Asi, el aceite de oliva virgen extra, principal grasa de la dieta
Mediterranea, puede constituir el vehiculo adecuado para la incorporacion de

estos compuestos en nuestro organismo.

En este estudio se mostré que un dispositivo potenciométrico de lengua
electrénica, construida en el propio laboratorio y compuesta por sensores de
membranas lipidicas, es capaz de discriminar aceites no fortificados de aceites
que han sido fortificados en carotenoides como f-caroteno y luteina y a diferentes
concentraciones. Asi se confirma el efecto de la fortificaciobn con estos
compuestos en el contenido de fenoles totales y en la parte sensorial percibida de
los aceites. Este dispositivo, incluso discriminé de forma semicuantitativa los
aceites fortificados a diferentes concentraciones de ambos carotenoides: 0, 0,05,
0,10, y 0,15 mg/mL.

Ademas, se evalu6 el impacto de ambos carotenoides en los parametros
de calidad del aceite de variedad arbequina, asi como en su color, estabilidad
oxidativa, contenido total de fenoles y propiedades sensoriales. La adicién de

ambos carotenoides conllevd diferencias significativas en los parametros
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estudiados, siendo la luteina la que provocd diferencias mayores con respecto a

su homonimo sin fortificar.

Por consiguiente, a pesar de las ligeras diferencias observadas en los
distintos pardmetros estudiados en los aceites enriquecidos con [B-caroteno y
luteina, la mejora nutricional de los nuevos aceites es una fortaleza esencial desde
el punto de vista del consumidor. A ello se suma el buen rendimiento mostrado,
tanto cualitativa como semicuantitativamente, por el dispositivo de lengua
electronica. Este puede convertirse en una futura herramienta practica y rentable,
capaz de evaluar el impacto de la fortificacion de los aceites de oliva en

carotenoides.
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Los seres humanos apenas sintetizan carotenoides, sin embargo, estas
moléculas estan implicadas en diferentes funciones y su ingesta presenta
multiples beneficios para la salud. El caracter lipofilico de estos carotenoides
convierte la fortificacion del aceite de oliva en una perfecta via para lograr

alcanzar una ingesta diaria adecuada de estos.

En este estudio, se ha evaluado el comportamiento sobre los pardmetros de
calidad, color, estabilidad oxidativa, contenido de fenoles totales y analisis
sensorial, de aceites monovarietales, arbequina, picual y royal, al enriquecerlos
en B-caroteno y luteina a una concentracion de 0,1 mg/ mL de aceite de oliva.
Los aceites pertenecen a la cosecha 2020/2021 y los carotenoides utilizados para
la fortificacion fueron B-caroteno procedente de hongo y luteina procedente de
flor de Marigold.

Ademas, se estudi6 la posible aplicacion del dispositivo de lengua electrénica
para discriminar los aceites de oliva no enriquecidos y enriquecidos para cada
variedad de aceite. Asi como, para evaluar el contenido total de fenoles y la

intensidad de los atributos basicos como son: amargor, picor y dulzor.

Los pardmetros de calidad, la estabilidad oxidativa y el contenido total de
fenoles de las diferentes muestras estudiadas no sufrieron cambios importantes
con el enriquecimiento, mientras que, el color y el andlisis sensorial finales,

difirieron significativamente de los aceites controles.
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De forma global, se observo una clara diferencia en los parametros tanto
quimico-fisicos como sensoriales, entre los aceites que proceden de diferentes
variedades de aceituna y, ademas, entre los aceites enriquecidos con -caroteno
o con luteina. Estas diferencias fueron corroboradas con el dispositivo de lengua
electronica, que, ademas, evalu6 el impacto de la fortificacion en cuanto a fenoles
totales y atributos sensoriales. Asi, se mostrd la posibilidad de convertirse en una
herramienta eficaz, siendo posible evaluar los cambios producidos en el sabor del
aceite y en el contenido de fenoles totales con la fortificacion en ciertos

carotenoides.
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Discusion General

El apartado que engloba la discusidn general de esta Tesis Doctoral se ha
dividido en dos subapartados EI primero de ellos, recoge un resumen de la
discusion de los capitulos 3 y 4, conformados por los dos primeros articulos
surgidos de esta Tesis. En el segundo apartado, se recoge el resumen de la
discusion de los capitulos 5 y 6, correspondientes a los dos ultimos articulos

generados.
7.1. Efecto de la adicion de p-caroteno

En este subapartado se discute como afecta la adicion de B-caroteno
procedente del hongo Blakeslea trispora al aceite de oliva virgen extra de

variedad arbequina y picual, ambos de la cosecha 2018/2019.

El color de los aceites se evalud antes y después de la adicion de este
carotenoide, determinando los parametros del espacio CIELAB (L*, a*, b*). El
color anaranjado original del propio extracto de carotenoide (Figura 7.1.) origina
un claro cambio en el color de los aceites control. EI comportamiento seguido
tras el enriquecimiento, tanto para los aceites de variedad picual como para los
de variedad arbequina, fue similar para los parametros a* y L*. La presencia de
carotenoide en las muestras origin6 un claro aumento en los valores del parametro
de color a* independientemente de la variedad o del mes de
recoleccion/produccion del aceite. Igualmente ocurrié con la luminosidad (L*),
en todas las muestras se observé un oscurecimiento a medida que se aumentaba
la concentracion de B-caroteno, lo que implico que los valores iniciales de este
pardmetro disminuyeran. En cuanto al pardmetro b*, este experimento ligeros
cambios con la adicion del carotenoide en todas las muestras estudiadas. Sin
embargo, no se observo un mismo comportamiento para los aceites de variedad

arbequina y los de variedad picual. En general, tras el enriquecimiento de los
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aceites de oliva virgen, estos tendieron a cambiar desde tonalidades verde-

amarillentas hasta amarillo-anaranjados, siendo ademas ligeramente més oscuras.

et

Figura 7.1. Disolucién concentrada de p-caroteno procedente del hongo Blakeslea

trispora.

Por otro lado, se evaluaron los parametros de calidad del aceite de oliva
entre los que se determinaron: acidez libre, indice de perdxidos, coeficientes de
extincion especificos (Kasz, Ko, ¥ AK), valor de p-anisidina y el valor de
TOTOX. De forma general, para ambas variedades y para los tres indices de
maduracion estudiados (octubre, noviembre y diciembre) se observaron ligeras
diferencias entre los parametros de calidad de los aceites control y los
enriquecidos, cumpliéndose en todos los casos estudiados los limites establecidos
segun el Reglamento (CEE) N° 2568/91 para un aceite de oliva virgen extra. Las
diferencias mas significativas (P valor <0,05, ANOVA de una via) se observaron
principalmente en el indice de peroxidos y los coeficientes de extincion: Kz y
K270. Ademas, este comportamiento se dio en ambas variedades, siendo mayor en
ambos casos para los aceites producidos en los meses de noviembre y diciembre.
A pesar de estas diferencias observadas, los valores que se obtuvieron para los
pardmetros de calidad, no son significativos en cuanto a una oxidacion avanzada

de los aceites tras la adicion del carotenoide, es decir, no existe un deterioro
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significativo en la calidad de los aceites provocado por el proceso de

enriquecimiento.

Con los parametros de calidad y de color evaluados en estos trabajos, no
se obtuvo una clara tendencia del comportamiento seguido de los aceites tras la
adicion de carotenoides. Por lo tanto, fue necesario ampliar este estudio con una
evaluacion de la composicion quimica y estabilidad oxidativa, tal y como se hizo

posteriormente y se discute en el siguiente apartado.

Para observar el efecto de la adicion de B-caroteno en las propiedades
fisico-quimicas de los aceites de variedad picual y arbequina ante procesos de
degradacion, se procedi6 al estudio de estos aceites tras someterlos a

calentamiento en microondas y a exposicién de radiacion UV.

El calentamiento en microondas se realiz6 en periodos de tiempo que
comprenden los 0, 1, 3, 5, 10 y 15 min. EI comportamiento de los aceites picual
y arbequina fue muy similar. La acidez libre se mantuvo constante en ambos
casos durante el calentamiento, aunque finalmente para los aceites de variedad
arbequina, si se produjo un ligero aumento. La formacion de hidroperéxidos y
con ello la oxidacidn primaria de los aceites, aumento al ir aumentando el tiempo
de calentamiento. Sin embargo, ambas variedades en los Ultimos periodos de
calentamiento, mostraron una disminucion de este proceso de degradacion
(enranciamiento), observandose una ligera tendencia a disminuir y mantener
constante los valores de indice de perdxidos. En el resto de pardmetros de calidad:
coeficientes de extincidn especifica, p-anisidinay TOTOX, se observé una clara
aceleracion en el proceso de oxidacion de los aceites a medida que se aumentaba
el tiempo de calentamiento. En cuanto a la degradacion de los aceites tras el
calentamiento, para ambas variedades, los aceites enriquecidos mostraron una
oxidacion primaria y secundaria ligeramente menor respecto al tiempo 0 de

calentamiento.
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El estudio de las propiedades fisico-quimicas de los aceites tras su
degradacion mediante exposiciéon a radiacion UV, nos ayuda a conocer su
estabilidad cuando son almacenados. El comportamiento que siguieron los
aceites de variedad picual y arbequina fue similar. Ademas, en cuanto al deterioro
hidrolitico (acidez libre), fue similar al experimentado tras el calentamiento en
microondas. Los resultados expuestos de las muestras de aceite tras 8 semanas de
exposicion a radiacion UV, mostraron un claro proceso de oxidacién avanzado,
este se verifico con los datos que se obtuvieron para indice de peroxidos y Kass.
Asi, se observo que la degradacion por radiacién UV provocé un dafio oxidativo
mayor que la que se ocasion6 con un calentamiento en microondas. Sin embargo,
los pardmetros Kazoy p-anisidina obtenidos fueron ligeramente menores que los

mostrados para degradacion con microondas.
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7.2. Evaluacion de la adicion de p-caroteno y luteina

A continuacion, se discute de forma general y resumida los resultados
obtenidos tras el enriquecimiento con B-caroteno procedente del hongo Blakeslea
trispora y de luteina procedente de flor de Marigold (Tagetes erecta) (Figura
7.2.), de aceites de oliva virgen extra de la cosecha 2020/2021, y de las
variedades: picual, arbequina y royal (Figura 7.2.).

Figura 7.2. 1zquierda: luteina, procedente de flor de Marigold. Derecha: muestras de

aceites de diferentes variedades de aceituna.

Es importante resaltar que la apariencia visual de los alimentos juega un papel
decisivo en la eleccion final de los consumidores. Es por ello que el color fue uno
de los parametros que se estudio tras el enriquecimiento en carotenoides. Al igual
que se observd durante el desarrollo de los articulos previos (apartados 3y 4), la
fortificacion en carotenoides trae consigo un cambio significativo en el color de
los aceites control. Independientemente de la variedad de aceite y del carotenoide
adicionado, los aceites control son significativamente (P-valor < 0,05; ANOVA
una via) mas luminosos y amarillo-verdosos que aquellos a los que se ha
adicionado B-caroteno o luteina, como puede verse en la Figura 7.3. Estas
diferencias que se observaron, son proporcionales a medida que aumenta la

concentracién de carotenoide. Ademas, independientemente de la concentracién
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adicionada y del carotenoide, tanto el indice de amarillamiento como la
intensidad de color (C*), sufren incrementos mientras que, el tono (h) disminuye
significativamente en todas las muestras. En términos generales de color, la
variedad arbequina muestra alteraciones de color similares para ambos
compuestos adicionados, sin embargo, tanto picual como royal mostraron un

cambio mas significativo con la fortificacion de -caroteno.

control p-caroteno luteina

Picual

Royal

Arbequina

Figura 7.3. Color de las diferentes muestras de aceites no fortificados y fortificados en

carotenoides.

La fortificacion no motivd reacciones hidroliticas en los aceites estudiados.
Sin embargo, el efecto de este enriquecimiento si fue significativo en el resto de
parametros de calidad, para las tres variedades ensayadas y ambos carotenoides.
Estas diferencias significativas fueron destacables en la oxidacion primaria y
sobre todo en las reacciones de oxidacion secundaria (indice de perdxidos,

coeficientes de extincion, p-anisidinay TOTOX).

Para conocer mas en profundidad el efecto de la adicion de B-caroteno y de
luteina en los aceites y si este dependia de la concentracion, asi como de la
variedad de aceituna utilizada, se determind la estabilidad oxidativa, el contenido
de fenoles totales y se llevo a cabo un analisis sensorial de los atributos basicos.
Para cada variedad, la estabilidad oxidativa que se obtuvo fue similar, con
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variaciones casi insignificantes entre aceites control y aceites enriquecidos. Los
valores que se obtuvieron para este pardmetro fueron del mismo orden de
magnitud sin influir en él la concentracion o carotenoide adicionado. No ocurri6
lo mismo para el contenido de fenoles totales, observandose una clara tendencia
de estos a decrecer, al aumentar la concentracion de 3-caroteno y luteina. A pesar
de ello, la mejora del valor nutricional de los aceites fortificados es una gran
ventaja para el consumidor y se confirmé mediante analisis con HPLC. Esta
mejora nutricional se corroboré mediante la determinacion de la concentracion
de carotenoides por cromatografia. Se obtuvieron valores satisfactorios tras la
fortificacion. La media de concentraciones obtenidas fue 0,084 + 0,003 mg de
luteina/mL frente a los 0,001 mg/mL de los aceites control y de 0,109 + 0,003 mg

de B-caroteno/mL frente a 0,007 mg/mL en los controles.

Un comportamiento totalmente contrario se observo en los resultados del
analisis sensorial llevados a cabo por un panel cualificado. El cual se puede
observar en los graficos mostrados en la Figura 7.4. La fortificacion afectd de
forma significativa y en gran medida a los tres pardmetros gustativos basicos
analizados (amargo, picante y dulce). La intensidad de estos dependid
principalmente de la variedad de aceite de oliva ensayado y en cierto modo
también del carotenoide adicionado, pero, fue independiente a la concentracion

adicionada de B-caroteno o luteina.
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Figura 7.4. Intensidad de los atributos basicos obtenidos del andlisis sensorial de las

muestras de aceite estudiadas. Control:—. p-Caroteno:—. Luteina: —.

Es importante destacar que se obtuvieron resultados positivos en cuanto al
uso del dispositivo de lengua electronica, consiguiendo discriminar los aceites
fortificados de los no fortificados en B-caroteno y con luteina de cada variedad
estudiada. Esta discriminacion cualitativa nos hizo intuir su estrecha relacion con
las diferencias de intensidades que el panel percibi6 en el analisis sensorial y con
el decrecimiento de los fenoles totales de las muestras fortificadas. Asiy con el

objetivo de utilizar este dispositivo como herramienta semicuantitativa, se
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empleod para discriminar las muestras de aceite segln los diferentes niveles de
adicion de B-caroteno o de luteina, obteniéndose resultados satisfactorios en los
andlisis de validacion de modelos predictivos. Por lo tanto, y con ayuda de
modelos de regresion linear multiples, se evalud la posibilidad de convertir el
dispositivo de lengua electronica en una herramienta capaz de cuantificar el
impacto en el contenido de fenoles totales y en las intensidades percibidas de los

sabores basicos, del enriquecimiento con carotenoides de aceites monovarietales.
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Conclusiones

- Independientemente de la variedad de aceituna, el afio y mes de
recoleccién, la adicion de B-caroteno implicé cambios significativos en
los pardmetros de calidad, estabilidad oxidativa, composicién y color de
todas las muestras de aceite ensayados.

- lgualmente ocurrié con la adicién de luteina. Esta provocd también
cambios en los pardmetros de calidad, estabilidad oxidativa, composicion
y color de los aceites estudiados de diferentes variedades de aceituna.

- Los cambios maés significativos y destacables tras la fortificacion de
aceites de oliva virgen extra en carotenoides fueron los inducidos en el

color y en el andlisis sensorial.

» En cuanto al color caracteristico de los aceites de oliva, este
desaparece tras la adicion de carotenoides. El color intenso
anaranjado de estas moléculas provoca grandes cambios en los
aceites controles. Las diferencias de color se manifestaron en
los diferentes parametros de color, independientemente de la
variedad de aceituna, afio de cosecha, mes de recoleccidn, del

carotenoide adicionado y de la concentracion de este.

» Se observaron diferencias significativas en las intensidades de
los atributos basicos: amargor, picante y dulce, evaluados en el
analisis sensorial de los aceites que fueron enriquecidos en -
caroteno y con luteina. Estos cambios con respecto al aceite sin
fortificar, se percibieron en los tres aceites ensayados

(arbequina, picual y royal) y con ambos carotenoides.
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Mediante HPLC se confirmo la correcta fortificacion de los carotenoides
en los aceites de oliva. Asi, la composicion de las muestras estudiadas
alcanza la concentracion buscada de carotenoides, dotando al aceite de un
valor nutricional adicional al suyo propio. Por tanto, no solo tienen
multitud de beneficios para la salud, sino que, ademas, con la ingesta en
la dieta se alcanzan las dosis recomendadas de carotenoides para prevenir
ciertas enfermedades degenerativas.

Las diferentes concentraciones de carotenoides estudiadas no afectan de
forma decisiva a la caracterizacion fisicoguimica de los aceites, pudiendo
concluir que la concentracion mas adecuada es la de aproximadamente
0,1 mg carotenoide/mL de aceite. De este modo, se cumple con la ingesta
media recomendada de carotenoides al consumir aceite de oliva como

principal grasa de la DM.

Los resultados de esta Tesis Doctoral también demostraron que el
dispositivo de lengua electronica es una herramienta practica, capaz de
discriminar los aceites de oliva enriquecidos con -caroteno o con luteina,
independientemente de su variedad. Asimismo, puede llegar a utilizarse
como herramienta semicuantitativa distinguiendo el nivel de fortificacién

de los carotenoides.

El dispositivo de lengua electronica puede evaluar o estimar el impacto
de la adicion de carotenoides en cuanto al contenido de fenoles totales y
a los atributos sensoriales basicos, independientemente de la variedad de
aceituna o del carotenoide utilizado. De este modo, este dispositivo, se
convierte en una herramienta con una importante relevancia comercial
ante la posibilidad de detectar fraudes, poniendo de manifiesto su

versatilidad como técnica de andlisis de aceites de oliva.
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- En el presente trabajo también se ha concluido que el calentamiento por
microondas y la exposicion a la radiacion UV producen una disminucion
en los valores de algunos pardmetros de calidad del aceite de oliva. A
medida que el tiempo de calentamiento y el tiempo de exposicion a la
radiacion UV aumentan, la calidad evaluada con la determinacion de los
diferentes parametros de calidad disminuye. Por consiguiente, el estado
de conservacion, la estabilidad y la resistencia a cambios fisicos y
quimicos se han evaluado tanto para los aceites enriquecidos en f-
caroteno como para los no enriquecidos, siendo menos marcados los
cambios para los enriquecidos. En consecuencia, la fortificacidn sugiere

un efecto protector contra la degradacion.

- Todos los aceites de oliva estudiados, tanto enriquecidos como no
enriquecidos, cumplen con los umbrales legales para clasificarse como
aceites de oliva virgen extra, aunque es importante resaltar, que no

podrian comercializarse con tal denominacion.

- El B-caroteno procedente del hongo Blakeslea trispora y la luteina
procedente de flor de Marigold, son compuestos bioactivos perfectamente
validos para adicionarlos a los aceites de oliva virgen. Estos a su vez
podrian ser incorporados en el mercado como nuevos productos para
combatir ciertas enfermedades, promoviendo asi la ingesta diaria de
carotenoides y con ello cumpliendo con el enfoque propuesto como
estrategia preventiva y como nueva via para luchar contra ciertas

enfermedades asociadas al déficit de estos carotenoides.
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Conclusions

- Regardless of the cultivar variety (Arbequina, Picual, and Royal), year
and harvesting time, the -carotene addition produced changes in quality
parameters, oxidative stability, composition, and color in all the oil
samples tested.

- A similar behavior resulted with the addition of lutein. Which brought
changes in quality parameters, oxidative stability, composition, and color
of the different cultivar varieties oils studied.

- The most significant and remarkable changes after fortifying extra virgin

olive oils with carotenoids, were detected in color and sensory analysis.

» Olive oil’s characteristic color disappeared with the carotenoid
fortification. The intense orange color of these carotenoids
extracts lead to important changes in the control oils. The
changes were observed in various color parameters,
independent of cultivar variety, year and/or month of
harvesting, adding carotenoids and final carotenoid

concentration in sample.

» Significant differences were observed in the intensities of the
basic tastes: bitter, pungent and sweet in oils fortified with p-
carotene or lutein. Regarding the unfortified oils, these changes

were perceived in the three oils tested with both carotenoids.

- The correct addition of carotenoid to olive oils was confirmed by HPLC.
Thus, the samples’ composition reached the target carotenoids
concentration, giving the oils an increased nutritional value. Therefore,

not only they have multitude of health benefits, but also, the
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recommended dose of carotenoids is reached to prevent degenerative

illnesses.

The different carotenoids concentration studied do not decisively affect
the physicochemical characterization of the oils. Therefore, with an
overall view of the results, we conclude that the best concentration is
approximately 0,1 mg carotenoid/mL of oil. Reaching the average
recommended intake of carotenoids when olive oil | used as the main fat
in the MD.

The results of this Doctoral Thesis also demonstrated that the E-tongue
device is a practical tool, being able to discriminate olive oils enriched
with B-carotene or lutein, independently of their cultivar variety. It can be
also used as a semi-quantitative tool discriminating the level of

carotenoid fortification.

The E-tongue can evaluate or estimate the impact of carotenoid’s addition
over phenolics content and basic tastes, independently of the cultivar
variety or the carotenoid. In addition, this tool is getting an important
commercial relevance, targeting the possibility of fraud detection, as well

as its great versatility and as a method for the analysis of olive oils.

The present work has also concluded that microwave heating and UV
radiation exposure produced a decrease in different quality parameters
values for some olive oils. With the increase of heating time and UV
radiation exposure time, the quality in oil decreased. Therefore, the
conservation, stability, and resistance to physical and chemical changes
were evaluated for both B-carotene-enriched oils and non-enriched oils,
being the changes less pronounced for the first. Consequently,

fortification suggests a protective effect against degradation.
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- All olive oils samples studied, both with and without carotenoids, fulfill
the legal thresholds to be classified as extra virgin olive oils, although
noting that they must not be commercialized with such designation.

- The B-carotene from Blakeslea trispora fungi and the lutein from
Marigold flower, are perfectly valid bioactive compounds to be added to
virgin olive oils. Which, in addition, could be introduced into market as
new products to prevent certain diseases. Thereby encouraging
carotenoids intake to achieve the goal as a preventive strategy to fight
against diseases associated with its deficiency.
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