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RESUMEN

Composicién de la fibra alimentaria en el orujo de aceituna.
Aminodcidos asociados a la fibra insoluble, soluble y total.

Se determiné el contenido en azucares solubles y fibra alimentaria del
orujo de aceituna, analizdndose los principales componentes de las frac-
ciones de fibra insoluble, soluble y total. Asimismo, se realizé un andlisis
detallado de los amino&cidos no asociados a la fibra y de los presentes en
cada fraccion de la misma. Los resultados muestran que dicho subproducto
estd constituido fundamentalmente por un residuo insoluble en alcohol
(77%) que contiene principalmente lignina Klason (37%), polisacaridos no
celulésicos (24%), celulosa (19%), y proteina (9%). Los aztcares libres cons-
tituyen el 10% en peso, de los cuales el 60% es sacarosa. Aproximadamente
el 80% del total de aminodcidos del orujo estan asociados a la fibra insoluble,
encontrandose que algunos de ellos, como hidroxiprolina y lisina, estaban
no disponibles en su totalidad, mientras que metionina era el méas amplia-
mente solubilizado.

PALABRAS-CLAVE: Aminodcido — Fibra alimentaria — Orujo de
aceituna.

SUMMARY

Composition of dietary fibre in olive cake. Amino acids associated
with insoluble, soluble and total dietary fibre.

Soluble sugars and dietary fibore were determined and the main
components of the insoluble, soluble and total dietary fibre were analyzed.
Aminoacids in both olive cake and fibre fractions were also studied. The
results showed that olive cake fractions were also studied. The results
showed that olive cake consists mainly of an alcohol insoluble residue that
accounts for 77% of the dry matter (Klason lignin 37%, non-cellulosic
polysaccharides 24%, cellulose 19% and protein 10%). Free sugars
constitute 10% of the dry matter. Nearly 80% of all the amino acids in
olive cake is associated with the insoluble dietary fibre fraction of these
hydroxyproline and lysine are completely undigestible and methionine is the
most available.

KEY-WORDS: Aminoacid — Dietary fibre — Olive foot cake.

1. INTRODUCCION

Actualmente, el estudio de la composicién quimica de
los subproductos procedentes de las industrias agroali-
mentarias tiene un gran interés debido, por una parte, a la
rentabilidad econémica que supone la utilizacién de estos
materiales, y por otra, a la importancia ecolégica que con-
lleva su eliminacién. En el caso de la industria oleicola, las
fases sélidas sedimentables, en forma de lodos tratados y
desecados, constituyen la parte final del proceso de depu-
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racién de aguas de tratamiento de dicha industria (alpe-
chines), que en caso de acumularse, pueden llegar a ori-
ginar graves problemas medioambientales. Por ello, se
ha intentado encontrar diferentes aplicaciones, entre las que
se incluye su empleo como combustible, pienso, abono, etc.
(lllescas, 1993). Algunos autores han estudiado distintas
fracciones del orujo de aceituna con el propédsito de con-
seguir una aplicacién practica de este subproducto, dis-
ponible en grandes cantidades, que habitualmente es
desechado (Bondioli y col., 1989; Heath, 1992).

La fibra alimentaria constituye una de las fracciones
mas importantes de los subproductos de origen vege-
tal. Dicha fraccién presenta una composicién quimica
variable que dependeré tanto del producto original, como
del procesamiento a que éste es sometido en la industria
hasta la obtencién del subproducto. Sin embargo, una
caracteristica comun a todos ellos es la presencia de
una considerable cantidad de proteina asociada, en
mayor o menor grado, a los componentes de la fibra,
especialmente en aquellos que muestran un elevado
contenido en lignina.

Recientemente, se han llevado a cabo diversos estudios
para evaluar la composicién quimica de la fibra alimentaria
en aceituna de mesa (Gil-Serrano y col., 1986; Heredia y
col., 1987; Guillén y col., 1992; Jiménez y col., 1994). Sin
embargo, esta fraccién se ha estudiado menos en el orujo
de aceituna.

El objetivo de este trabajo es aportar informacién
sobre la composicién quimica de las fracciones de fibra
insoluble, soluble y total, presentes en el orujo de aceitu-
na y, especialmente, sobre la distribucién en ellas de los
aminoacidos que constituyen la proteina asociada a la
fibra alimentaria.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2. 1. Muestra

El orujo de aceituna fue suministrado seco (5,7% hume-
dad), desengrasado (<56% grasa) y sin huesos, por una
almazara de Luque (Cérdoba, Espaiia). La muestra fue

pasada por un tamiz de 0,25 mm antes de su utilizacién
para eliminar restos de huesos.
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2.2, Reactivos y equipo

— Enzimas: Termamyl (Novo Ferment Schweiz AG,
Basel, Suiza), proteasa P-5380 (Sigma Chemicals,
St. Louis, MO, USA) y amiloglucosidasa (BDH
Chemicals Ltd. Poole, UK).

— Patrones: glucosa, de Merck, y acido galacturénico,
de Sigma, para las colorimetrias automatizadas.
Patrones comerciales para el calibrado del anali-
zador de aminodcidos, de Pharmacia. El resto de
reactivos utilizados fue de calidad p.a.

— Equipos utilizados: Autoanalizador Technicén I,
médulo de azlcares y médulo de acidos urénicos;
analizador automatico de aminoacidos (Alpha Plus,
Pharmacia AB, Uppsala, Sweden) equipado con
una columna de intercambio catiénico en forma de
sodio (Ultropac 7).

2.3. Métodos analiticos

El residuo insoluble en alcohol (RIA) se obtuvo por
extracciones sucesivas de la muestra (3g) con EtOH 95%
(120 ml) calentando a reflujo durante 10 minutos, repi-
tiéndose los procesos de extraccién hasta obtener negati-
vo el test de Moélish. El residuo obtenido se lavé con ace-
tona, se seco en estufa de vacio a 30°C, y fue cuantificado
por pesada.

El extracto etanélico obtenido fue concentrado hasta
sequedad en un rotavapor (30°C), se adicioné agua desti-
lada para redisolver los aztcares y se filtr6, llevandose pos-
teriormente a volumen. La cuantificaciéon de azlcares
libres, reductores y totales, presentes en el extracto eta-
nélico, se llevé a cabo por el método de Bittner y Manning
(1967) utilizando neocuproina como reactivo y glucosa
como patrén, en un autoanalizador Technicén Il. Para la
determinacién de azucares totales se llevé a cabo una
hidrélisis acida (HCI 2N, 1h, T* ambiente) sobre una
alicuota (5 ml) del extracto etandlico.

A partir de RIA se realizé la extraccién fraccionada de
pectinas, utilizando diferentes soluciones extractantes
(H,0, oxalato aménico, NaOH) para la obtencién de pec-
tinas de alto metoxilo, bajo metoxilo y protopectina, res-
pectivamente, de acuerdo con Robertson (1979). En cada
uno de los extractos obtenidos se determiné el contenido en
acidos urénicos colorimétricamente por el método de
Esteban y col. (1993) utilizando m-hidroxidifenilo como
reactivo y acido galacturénico como patrén.

Las fracciones de fibra alimentaria se obtuvieron por el
método enzimatico—gravimétrico de Prosky y col. (1988),
modificado para la obtencién de la fibra soluble por didlisis,
segun Arrigoni y col. (1984). Para ello, la muestra se
somete a una digestion secuencial con a-amilasa, protea-
sa y amiloglucosidasa. El residuo obtenido es cuantificado
como fibra insoluble mientras que el sobrenadante se
somete a didlisis en agua destilada durante 48 horas, lio-
filizdndose posteriormente para la obtencién de la fibra
soluble. El residuo de fibra insoluble se someti6 a dos
tipos de hidrolisis: una hidroélisis acida secuencial con
H,SO, 12M, 3h, 20°C y luego H,SO, 1M, 2.5 h, 100°C
(hidrélisis Saeman); y a una hidrélisis suave con H,SO, 1M,
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2.5h, 100°C. El material insoluble en &cido, procedente de
la primera hidrélisis fue cuantificado gravimétricamente
como lignina Klason y la proteina presente en dicho residuo
determinada tras mineralizacién Kjeldhal (N x 6.25). El
residuo de fibra soluble se sometié a una hidrélisis suave
con H,SO, 1M, 2.5h, 100°C. En los hidrolizados obtenidos
se cuantificaron los aztcares neutros y los acidos urénicos
por colorimetria, segun los métodos anteriormente men-
cionados. Asi, la fibra insoluble se calcula como la suma de
lignina Klason, aztcares neutros y acidos urénicos, y la fibra
soluble como suma de aztcares neutros y acidos urénicos.

El contenido en proteinas se determiné como suma de
los amino&cidos obtenidos tras la hidrélisis de la proteina.
Para ello, se pesaron con precisién 20 mg de muestra en
un tubo de hidrdlisis provisto de tapén de rosca. Se adicion6
1 ml de HCI (6 mol/L) manteniéndose durante 10 minutos
bajo corriente de N,. A continuacién las muestras se man-
tienen durante 24 horas a 110°C, en bafio de aceite, para
completar la hidrélisis. El &cido clorhidrico se evapora en un
rotavapor a una temperatura no superior a 50°C y el residuo
seco se redisuelve en 5 ml de tampén pH 2.20. Tras agitar
en un Vortex durante 30 segundos, se pasa la muestra por
un filtro de 0,45 nm, antes de su cuantificacién en el auto-
analizador de aminoacidos. Como eluyente se utilizaron
secuencialmente soluciones tampén de pH 2.20, 3.00,
3.50, 4.25, 8.80 y NaOH 0.4M. La reaccién con ninhidrina
se empled para la deteccidon de los aminoacidos (Lebet y
col., 1994). Se analizaron hidroxiprolina (Hyp), &cido aspar-
tico + asparragina (Asx), treonina (Thr), serina (Ser), &cido
glutdmico + glutamina (Gix), prolina (Pro), glicina (Gly),
alanina (Ala), cisteina (Cys), valina (Val), metionina (Met),
isoleucina (lle), leucina (Leu), tirosina (Tyr), fenilalanina
(Phe), hidroxilisina (Hys), lisina (Lys), histidina (His) y argi-
nina (Arg).

El contenido en cenizas se determind por mineralizacién
de las muestras en mufla a 550°C, durante 8 h.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El residuo insoluble en alcohol (RIA) constituye apro-
ximadamente el 77% del peso del orujo de aceituna, como
muestra la Tabla I. Este elevado porcentaje indica la pre-
sencia mayoritaria de paredes celulares en este subpro-
ducto.

El diferente grado de solubilizacién de las sustancias
pécticas segun el extractante empleado, indica que las
pectinas de bajo metoxilo, extraidas con oxalato aménico,
constituyen la fraccion mayoritaria (54% del total), seguida
por las protopectinas, substancias pécticas asociadas a
otros componentes de la pared celular, extraidas con
NaOH, que constituyen el 42% del total; finalmente, las pec-
tinas de alto metoxilo se encuentran en una proporcién muy
pequeia. En cualquier caso, el porcentaje de polimeros
pécticos solubilizado por los extractantes fue bajo.

Los componentes solubles en etanol representan un
23% del peso total, correspondiendo aproximadamente
el 45% de éstos a azucares solubles. Este valor es ligera-
mente inferior al encontrado en aceitunas de mesa, donde
el contenido en azicares solubles representa el 14% y
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13% del peso total, en variedades Gordal y Manzanilla, res-
pectivamente, seguin Guillén y col. (1992). El material solu-
ble restante del orujo de aceituna incluiria proteinas solu-
bles y polifenoles no asociados a la fraccién de fibra.
Véazquez y col. (1971) encontraron un contenido en polife-
noles en aceitunas superior al 5% en peso seco. Por otro
lado, es interesante senalar el elevado porcentaje de ceni-
zas presente en el subproducto por el importante conteni-
do de minerales que esto supone.

Tabla |
Composicién general del orujo de aceituna
(% materia seca)

Componentes %

RIA® 76,9+1,3
pectinas totales 1,2+0,0
alto metoxilo® 49,7 £ 4,2
bajo metoxilo® 634,5 + 30,9
protopectina® 500,6 + 11,9
Azucares libres totales 10,56 +£0,3
Azlcares reductores 4,6 £0,2
Sacarosa 59 0,1
Proteina 8,6 + 0,1
Cenizas 11,4 £ 0,2
Grasa <5
Humedad 57+0,2

* Residuo insoluble en alcohol
® Expresados en mg/100 g

En la Tabla Il se muestran los componentes de las
fracciones de fibra insoluble, soluble y total del orujo de
aceituna. Los resultados muestran la elevada proporcién
de fibra alimentaria, que constituye el 65% en peso del
orujo, siendo la fibra insoluble la fraccién mayoritaria
(93% de total). Tanto en la fibra insoluble como en la
soluble, el elevado porcentaje de azucares neutros frente
a acidos urénicos pone de manifiesto la baja proporcién de
sustancias pécticas frente a otros polisacaridos constitu-
yentes de la pared celular del orujo de aceituna. El con-
tenido en celulosa puede estimarse a partir de la dife-
rencia de azUcares neutros (x 0,9) liberados tras la
hidrélisis acida Saeman (12M H,SO, + 1M H,SO,) y la
hidrélisis suave (1M H,SO,) del residuo de fibra insoluble,
teniendo en cuenta que en estas ultimas condiciones se
produce la hidrélisis de azicares procedentes de xiloglu-
canos Y de, aproximadamente, un 10% de celulosa, segin
Stevens y col. (1980). Asi, el contenido en celulosa esti-
mado en el orujo de aceituna es del 14,3%, proporcioén
equivalente al contenido en polisacaridos no celulésicos
(PNC). El hecho de que la cantidad de &acidos urénicos
obtenida por hidrélisis acida de los polisacaridos sea
mucho mayor que la obtenida mediante el fraccionamiento
del material inicial, pone de manifiesto la presencia de for-
mas complejas de substancias pécticas, y posiblemente
hemicelulosas, asociadas al residuo insoluble de celulosa,
que no son solubilizadas durante el fraccionamiento rea-
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lizado con los distintos extractantes. Segun los resultados
obtenidos, los polisacaridos constituyen el 51% en peso de
la fibra total frente al 29% de lignina Klason. Este residuo
esta constituido en un 20% en peso por proteina, y en él
estarian incluidos otros componentes como cenizas y
taninos condensados (Rebolé y col., 1989), que incidi-
ran en la digestibilidad de la proteina presente en el orujo
de aceituna. Se puede concluir que celulosa y PNC de la
fibra alimentaria, mas lignina, proteina y cenizas asociadas
a las distintas fracciones de fibra constituyen el RIA del
orujo de aceituna.

Tabla Il
Composicién de las fracciones de fibra alimentaria del
orujo de aceituna
(% materia seca)

Fracciones

Componentes Insoluble  Soluble Total

Azicares neutros
(Hidrdlisis Saeman)
Azucares neutros
(Hidrolisis 1M H,SO,)

29,7+0,9 - 29,7

15401 28+0,1 18,3

Acidos urdnicos 210,14 16+0,1 3,7
Polisacaridos totales 28,6 4,0 32,6
Celulosa 14,3 - 14,3
PNC: 14,3 4,0 18,3
Lignina Klason (L) 28,9+0,8 - 28,9
Fibra alimentaria 60,7 4,4 65,1
Proteinaen L, 59+0,2 - 5,9
Proteina en fibra 6,804 0,3+0,0 71

Cenizas en fibra 79+ 0,5 2,7+0,2 10,6

® Polisacaridos no celulésicos

Los aminoécidos presentes en el orujo asi como en las
fracciones de fibra aparecen expresados, por orden de
elucién en las Tablas lll y IV, respectivamente. El orujo de
aceituna muestra una apreciable cantidad de proteina
total (8,6% respecto a materia seca). En general, se puede
destacar el elevado contenido en glutamina mas glutamico
(Glx) y asparragina mas aspartato (Asx). Las proteinas
presentes en el orujo de aceituna contienen todos los ami-
noacidos esenciales, que suponen el 38% de los aminoa-
cidos totales, como muestra la Tabla lll. La proteina de la
pared celular representa una pequefa parte de la proteina
total como indica el bajo contenido en hidroxiprolina (Hyp).
En los cromatogramas se observé la presencia de tres
picos desconocidos, que elufan a un tiempo de retencién
comprendido entre los correspondientes a histidina y lisina.
Los ensayos realizados para identificarlos indicaron que uno
de ellos eluia al mismo tiempo que el aminoéacido ornitina,
y ninguno de ellos correspordia a hidroxilisina, en el sis-
tema de analisis empleado. Estas substancias se perdian
en gran medida durante la determinacién de fibra como
mostraron los cromatogramas correspondientes a las frac-
ciones de fibra alimentaria.
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Tabla llI
Aminoéacidos en el orujo de aceituna

Orujo de aceituna

g/100g mg/100g
proteina materia seca

Hyp 1,39 120,0
Asx 11,28 975,6
Thr 5,70 487,8
Ser 6,51 562,0
Glx 14,88 1283,1
Pro 5,58 477,2
Gly 5,93 509,0
Ala 6,28 540,8
Cys 0,23 21,2

Val 7,21 625,7
Met 1,51 127,2
lle 5,81 498,4
Leu 9,77 837,7
Tyr 4,19 360,5
Phe 6,63 572,6
Hys 0,0 0,0

Lys 0,23 21,2

His 1,05 95,0

Arg 5,93 509,0
Total 100,11 8620,6

En la Tabla IV se muestra la distribucién de los ami-
noéacidos en las fracciones de fibra insoluble, soluble y
total. El 79% de la proteina presente en la fibra total se
encuentra asociada a los componentes de la fibra insoluble,
siendo Glx, Asx, Leu y Val los aminoacidos mayoritarios en
esta fraccion, que constituyen el 42% del total. Por otra
parte, fue necesario hacer un blanco del proceso de obten-
cién fibra con el fin de conocer la contribucién de los enzi-
mas utilizados durante la digestién enzimética al contenido
en proteina de la fibra alimentaria, especialmente de la fibra
soluble. Los resultados indicaron que el kit enzimatico
aportaba el 65% en peso del total de los aminoacidos
detectados junto con la fraccién de fibra soluble; entre
ellos el 100% de Cys y Lys, 93% de Tyr, 80% de Leu y
otros porcentajes no inferiores al 40% del resto de amino-
acidos, como puede deducirse de la Tabla IV. En la fraccién
de fibra soluble también fueron identificados glucosamina
y galactosamina procedentes de los enzimas. Efectuada la
correcciéon de aminoacidos, se observa que la cantidad de
proteina asociada a la fibra soluble es insignificante y que
la proteina digerida es completamente eliminada por diali-
sis.
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Tabla IV
Distribucién de aminoécidos en las fracciones de fibra ali-
mentaria
(mg/100g materia seca)

Fibra alimentaria

Insoluble Soluble Soluble® Total
Hyp 120,0 0,0 0,0 120,0
Asx 764,4 146,2 57,7 822,1
Thr 389,5 109,5 23,3 412,8
Ser 448,3 114,9 32,5 480,5
Gix 926,1 130,6 74,1 1000,2
Pro 389,5 49,6 24,4 413,9
Gly 404,2 60,5 29,8 434,0
Ala 433,6 77,5 21,2 454,8
Cys 14,7 4,1 0,0 14,7
Val 507,1 66,6 22,8 529,9
Met 80,8 6,8 4,0 84,8
lle 396,9 42,8 15,5 412,4
Leu 676,2 76,2 15,4 691,6
Tyr 308,7 49,0 3,5 312,2
Phe 441,0 49,0 13,5 454,5
Hys 0,0 0,0 0,0 0,0
Lys 21,2 21,8 0,0 21,2
His 80,8 12,2 5,1 85,9
Arg 374,8 41,5 8,7 383,5
Total 6790,9 1009,8 352,2 7136,1

¢ Corregida por el aporte de aminoacidos del kit enzimatico
empleado.

Comparando el contenido en proteina del orujo de
aceituna y de la fibra total se pone de manifiesto que la pro-
teina del orujo es poco digestible por los enzimas emple-
ados en este ensayo. La proteina intracelular no se elimi-
na durante el tratamiento enzimatico debido a que los
taninos forman complejos con las proteinas haciendo difi-
cil su extraccién (Kumar y col., 1984). El grado de solubi-
lizacién de la mayor parte de los aminodcidos es de apro-
ximadamente el 20%, con valores superiores para la
metionina (33%) o inferiores en el caso de la tirosina (13%)
o de la hidroxiprolina, completamente indigestible por la pro-
teasa empleada, por tratarse de un aminoécido presente en
las proteinas de las paredes celulares.
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