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RESUMEN

Anadlisis mediante HPLC de la fraccién fendlica del aceite
de oliva virgen de la variedad Arbequina. Relacién con la me-
dida del amargor K225 y la estabilidad.

Los compuestos fendlicos tienen gran importancia por su
efecto sobre la estabilidad y las caracteristicas sensoriales de los
aceites de oliva virgenes. En este trabajo se ha analizado
mediante cromatografia liquida de alta resolucién la fraccién
fendlica de los aceites de oliva de la variedad Arbequina. Se han
determinado el amargor K225, el contenido de polifenoles totales
y la estabilidad de los aceites. De los compuestos fendlicos
separados por HPLC, existe uno de ellos, con un tr: 34,49 min
que presenta un elevado nivel de correlacién con el amargor
K225 y la estabilidad Rancimat a 98°C, presentando unos
coeficientes de regresién altamente significativos, p<0.001, de r:
0.974 y r: 0.918 respectivamente. Por tanto, se ha establecido el
principal responsable del amargor K225 vy 1a estabilidad oxidativa
de los aceites de la variedad Arbequina.

PALABRAS-CLAVE: Aceite de oliva virgen - Amargor - Estabi-
lidad - Polifenol -Variedad Arbequina.

SUMMARY

Phenolic fraction analysis by HPLC of Arbequina
virgin olive oils. Relationship with bitterness K225 and oil
stability.

Phenolic compounds have a high importance because of their
effect on shelf life and sensorial characteristics of virgin olive oil.
In this paper, the phenolic fraction of Arbequina virgin olive oils
has been characterized by HPLC. Bitterness index K225, total
phenols and autoxidation stability have been evaluated for olive
oil samples. Fram the phenolic compounds separated using
HPLC method, one of then (tr: 34,49 min) was close correlated
both with bitterness K225 and oil stability Rancimat at 98°C. The
regression coefficients, with high significance p<0,001, were r:
0.974 and r: 0.918 respectively. Phenolic compound responsible
of bitterness K225 and oil stability has been found for the
Arbequina virgin olive oils.

KEY-WORDS: Arbequina cultivar - Bitterness - Polyphenol -
Stability - Virgin olive oil.

1. INTRODUCCION

El aceite de oliva virgen presenta un elevado con-
tenido en polifenoles, como ha sido descrito por Vaz-

quez et al. (1973) y Gutfinger (1981). Esos com-
puestos le confieren determinadas caracteristicas a
nivel quimico, organoléptico y de la salud. A nivel
quimico, el efecto antioxidante de estos compuestos
ha sido evidenciado en diferentes trabajos, de forma
que se ha podido establecer un elevado grado de
correlacién entre contenido en polifenoles totales y
estabilidad de los aceites (Gutiérrez et al.,1977). De
forma mas reciente se han desarrollado trabajos en
los que se ha intentado establecer la identidad de los
compuestos fendlicos responsables de la estabilidad
oxidativa en los aceites de oliva. En este sentido, Mon-
tedoro et al. (1992) determinan una correlacion, con un
coeficiente I*: 0.802, entre las unidades de &rea de un
compuesto fendlico separado mediante cromatografia
liquida y la estabilidad de aceites de oliva de varieda-
des ltalianas. En trabajos posteriores identifica el com-
puesto como la forma dialdehidica del acido elendlico
unido al 3,4-dihidroxifeniletanol (Montedoro et al,,
1993). Tsimidou et al. {1992) correlacionan la rela-
cidn hidroxitirosol-tirosol con la estabilidad de acei-
tes medida en funcién del indice de perdxidos.

Se ha observado que los compuestos fendlicos
estan implicados en las caracteristicas sensoriales
del aceite de oliva virgen. El amargor es un atributo
sensorial positivo que esté presente en el aceite de
oliva virgen (COl, 1992). Este atributo es funcion del
contenido en polifencles (Gutiérrez et al., 1977; Beltran
etal., 1995). El amargor de los aceites puede ser cuan-
tificado quimicamente mediante la medida del K225
(Gutiérrez et al., 1992), parametro correlacionado con
la evaluacién sensorial del amargo (COI, 1992). Pre-
viamente, este mismo autor (Gutiérrez et al., 1989) lle-
va a cabo el andlisis mediante cromatografia liquida de
los extractos hidroalcohdlicos procedentes de los acei-
tes de oliva, estableciendo cuatro compuestos fendli-
cos correlacionados con la evaluacion sensorial, sin
establecer la identidad de los mismos.

Finalmente, los,compuestos fendlicos presentes
en el aceite de oliva virgen suscitan especial interés
debido a sus efectos sobre la salud. Asi, se ha evi-
denciado el efecto protector de la oleuropeinay el hi-
droxitirosol sobre la oxidacién de las LDL (Visioli et
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al.,1994). Asi mismo, se ha demostrado la actividad
hipocolesterolémica e hipoglucemiante de la oleuro-
peina (Ficarra et al., 1991; Le Tutor et al., 1992;
Driss et al., 1996).

La variedad Arbequina constituye la principal va-
riedad cultivada en Catalufia con aproximadamente
71,000 ha (Barranco et al., 1996), si bien actualmente
estd siendo implantada en diferentes regiones espario-
las como es el caso de amplias zonas de Andalucia.
En trabajos desarrollados en la Estacién de Olivicultu-
ra, se ha estudiado el contenido en polifenoles totales,
amargor (k225), estabilidad y composicién en polifeno-
les (HPLC) (Uceda et al.,1994, Beltran et al.,1995; Ji-
ménez et al., 1995; Jiménez ef al., 1994) en aceites de
esta variedad, asi como la influencia sobre estos para-
metros de la época de recoleccion, el efecto del rie-
go/secano (Beltran et al., 1995) y las condiciones de
extraccién del aceite (datos sin publicar).

La estabilidad y el amargor, en los aceites de oli-
va virgenes, adquieren una notable importancia des-
de el punto de vista comercial, en especial para los
aceites de aquellas variedades que, como es el caso
de la Arbequina, se caracterizan por ser poco esta-
bles y apenas amargos, como consecuencia de su
composicién acidica y bajo contenido en polifenoles
(Jiménez et al., 1995).

En este trabajo, se analiza mediante HPLC la
fraccion fendlica de los aceites de la variedad Arbe-
quina, con el objetivo de determinar componentes
gque puedan estar implicados de forma directa en
ambas determinaciones: estabilidad y amargor.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Muestras de aceituna

Los frutos utilizados para la exiraccion de los
aceites proceden de olivos de la variedad Arbequina,
cultivados en el Jardin de Variedades de la Estacion
de Olivicultura en Mengibar (Jaén) y del Campo de
Variedades «E! Capitan» en Jimena (Jaén). Las 36
muestras de frutos fueron recolectadas en un indice
de madurez (Uceda et al., 1975) comprendido entre
1,47 y 4,94 durante las Campafias 97/98 y 98/99.

2.2. Extraccién de aceite

El aceite fue obtenido mediante sistema de ex-
traccién Abencor, batiendo la masa de aceituna a
28°C durante 30 minutos. Los aceites fueron centri-
fugados a 4500 rpm durante 5 minutos y fueron con-
servados a -20°C hasta el momento de su analisis.

2.3. Polifenoles totales en aceite

La determinacion del contenido en polifenoles to-
tales en aceite se llevé a cabo mediante extraccion
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con metanol:agua (60:40), siguiendo el método pro-
puesto por Vazquez et al. (1973), empleando el reac-
tivo de Folin-Ciocalteu y medida colorimeétrica a 725
nm. Los resultados fueron expresados como ppm de
acido cafeico.

2.4, Amargor (K225)

El indice de amargor K225, se determiné por se-
paracion en fase sélida (SPE) de los compuestos fe-
ndlicos y medida a 225 nm del extracto obtenido
(Gutiérrez et al., 1992).

Para las medidas espectrofotométricas se em-
pleé un espectrofotometro HP8452A UV-vis con de-
tector tipo diodoarray.

2.5. Extraccion de los compuestos fendlicos
para determinacién por HPLC

Se emplea, modificado, el método de extraccion
descrito en trabajos previos (Beltran et al., 1995) , se
parte de 1,5 g de aceite, que se disuelve en hexano,
posteriormente se exirae con 1,25 ml de MeOH:
agua (60:40) dos veces. Se eliminan los restos de
aceite extrayendo dos veces con hexano y se lleva a
un volumen final de 2,5 mL.

2.6. Anadlisis de la composicion fendlica del
aceite mediante HPLC

Se empled un cromatografo de liquidos Hewlett
Packard HP1100 equipado con bomba cuaternaria,
equipo de termostatizacion de columnas, muestrea-
dor automatico termostatizado y detector diodoarray.

La separacion cromatografica se desarrollé con
una columna RP18 Pecosphere (Perkin Elmet-
BrownlLee Columns) de 83mm x 4.6mm i.d., de un
tamafio de particula de 3um. La deteccidn se llevé a
cabo a 280 nm y a una temperatura de 25°C para el
muestreador y el equipo de termostatizacion de la
columna. La velocidad de flujo fue de 0.45 mL/min.

La fase movil empleada fue 4cido acético al 2%
en agua(A) y acético al 2% en Metanol(B) para un
tiempo de andlisis de 70 minutos con el siguiente
gradiente: 90% A/ 10% durante 10 minutos, 80%A/
20%B en 8 min., 80%A/ 20%B durante 2 min, 60%/
40% en 10 min, 50%/50% en 10 min y 0%A/ 100%B
en 10 min hasta el final del analisis. Se inyectaron 20
uL del extracto.

Se determinaron los espectros Uv-Vis para la ca-
racterizacién de cada uno de los compuestos fenéli-
cos separados durante el analisis, en el rango de
190 a 400 nm, por medio del detector diodoarray del
cromatdgrafo de liquidos.

2.7. Estabilidad de los aceites

La medida de la estabilidad de los aceites se llevd
a cabo utilizando el equipo Rancimat 670 (Methrom
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Co., Basel, Switzerland) a 98°C de temperatura con
un flujo de aire de 10 L/h. Los resultados se expresa-
ron, como tiempo de induccidn, en horas (Gutiérrez
et al., 1989).

2.8. Anadlisis de datos

Se emplea para el analisis estadistico de los da-
tos el software estadistico SAS. Se efectla, inicial-
mente, un analisis de la correlacién por pasos para
establecer que compuestos estaban mas correlacio-
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nados con cada uno de los pardmetros analizados.
Posteriormente, se efectia un analisis de la regre-
sion con los compuestos seleccionados.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se representa un cromatograma
HPLC tipico obtenido de la fraccién hidroalcohdlica
de los aceites analizados.
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Figura 1

Cromatograma HPLC de los compuestos fendlicos presentes en el aceite de oliva virgen de la variedad Arbequina

Para el amargor, el rango utilizado en este estu-
dio ha sido desde el valor 0.07, que corresponderia
con aceites no amargos, hasta valores de 0.57 que es-
tarian muy por encima del valor 0.36 que se establece
para considerar un aceite extremadamente amargo.
Se observa (figura 2) una correlacién altamente signifi-
cativa, r= 0.962 (p<0,001), entre el contenido en polife-
noles totales y la medida del amargor mediante
K225, de acuerdo con lo descrito por diferentes au-
tores (Uceda et al., 1994; Gutiérrez et al., 1992).
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Figura 2

Grafico de la correlacion entre el contenido en polifenoles
totales (mg/kg de &c. cafeico) y el amargor K225

De la aplicacion del andlisis estadistico a las
areas obtenidas en el andlisis cualitativo por HPLC
de la fraccién fendlica, se ha podido establecer una
correlacion entre la medida quimica del amargor
(K225) y uno de los compuestos fendlicos presen-
tes en el aceite (figura 3) caracterizado por un
tiempo de retencion tr: 34.49 min. La correlacion
entre K225 y las unidades de area de este com-
puesto es muy elevada r: 0.974 para una significa-
cion p< 0.001.
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Figura 3
Correlacion entre las unidades de drea del compuesto
tr: 34,49 min y el amargor K228
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En cuanto a la estabilidad de los aceites de la va-
riedad Arbequina, éstos se caracterizan por ser acei-
tes poco estables (Jiménez et al., 1994) debido a su
composicion en acidos grasos (bajo contenido en
acido oleico y alto en &acido linoleico) que hace que
presenten una baja relacién mono/polinsaturados
(Jiménez et al.,1995). De ahi, que sea de gran inte-
rés el efecto antioxidante que les puedan aportar los
compuestos fendlicos a estos aceites. En la figura 4
queda patente el elevado grado de correlacion entre
el contenido en polifenoles y la estabilidad en los
aceites utilizados en el trabajo. Diferentes autores
(Montedoro et al.,1992; Gonzalez-Quijano et al.,
1977) determinan una correlacion lineal entre ambos
parametros. Sin embargo, y debido al amplio rango
en el contenido en polifenoles totales de los aceites
analizados (100 ppm - 904 ppm), se ha encontrado
una mejor correlacion mediante el empleo de una
curva de tipo logaritmico obteniéndose un coeficien-
te de correlacion de r: 0,89.
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Figura 4

Correlacion entre el contenido en polifenoles totales (mg/Kg
de ac. Caféico) y la estabilidad Rancimat a 98°C.

Como resultado del andlisis de la regresién se ha
podido establecer que, de entre los compuestos fe-
nolicos separados mediante cromatografia liquida
(HPLC) presentes en el aceite, de nuevo es el com-
puesto correspondiente al pico con tr: 34,49 min el que
presenta un coeficiente de regresién mas elevado con
la estabilidad Rancimat a 98°C con un valor de r:
0.918 y a un nivel de significacién del 99% (figura 5).

Por tanto, se ha establecido la existencia de un
compuesto fendlico presente en los aceites de oliva
virgenes de la variedad Arbequina que ejerce su ac-
tividad a dos niveles: quimico y sensorial.

Anivel quimico, debido a su actividad antioxidante,
es el principal responsable de la resistencia a la oxida-
cién de estos aceites medida en Rancimat 98°C. Y a
nivel sensorial, influye en la percepcion del amargo
en el aceite de oliva virgen de la variedad Arbequina
como demuestra la alta correlacion entre la medida
del K225 y la presencia de este compuesto fendlico.
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Figura 5
Correlacion entre las unidades de area del comguesto
tr:34,49 min y la estabilidad Rancimat a 98°C

Actualmente se estan desarroilando en La Esta-
cién de Olivicultura y Elaiotecnia diferentes trabajos
para la identificaciéon y caracterizacién quimica de
este compuesto fendlico.
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