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1. RESUMEN.

Durante la ultima década, la palabra antioxidante ha adquirido la misma importancia

en salud preventiva que las vitaminas, los minerales y las proteinas (Islam et al, 2013).

El envejecimiento celular es un proceso inevitable que se caracteriza por una

disminucién general de las funciones fisioldgicas. (Gilca et al, 2007)

Se conoce y estd demostrado que los sintomas del envejecimiento y las enfermedades
degenerativas esta provocado por los radicales libres (Kar et al, 2010; Sharma et al,
2010).

Los radicales libres son moléculas que en su estructura atdbmica presentan un electrén
desapareado o impar en el orbital externo. Esta configuracion les hace muy inestable,
con una enorme capacidad para combinarse con la mayoria de las biomoléculas
celulares, provocando un gran dafio en ellas y en las membranas celulares. (Finkel et al
2000).

El antioxidante al reaccionar con el radical libre le cede un electron oxidandose a su
vez y transformandose en un radical libre débil, con escasos o nulos efectos toxicos.
Los antioxidantes tienen diferentes mecanismos de accion; unos impiden la formacion
de radicales libres y/o especies reactivas y otros favorecen la reparacion y

reconstitucion de estructuras bioldgicas dafiadas. (Barbosa et al, 2008)

Por sus caracteristicas, el aceite podria ser un buen medio para portar pequefias
cantidades de antioxidantes.
En este trabajo se utilizara B-caroteno procedente de la empresa DSM (Ledn, Espafia),
y se adicionara a diferentes aceites con vistas a cubrir la ingesta diaria recomendada de

antioxidantes y de esta forma, prevenir enfermedades degenerativas y cutaneas.

Se sabe que la ingesta diaria recomendada de B-caroteno es de 4 mg/dia. A los
aceites se les incorpora B-caroteno con una concentracion de 0.083 mg B-caroteno/mL
aceite, ya que el consumo medio diario de aceite es de 36.8 mL. De esta forma,
mediante la ingesta de aceite se incorporan a la dieta 3 mg de B-caroteno, ya que se

supone que el resto se incorpora a la dieta consumiendo frutas y verduras.
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Ademas, se realiza un estudio de la estabilidad de los aceites frente a la accion de la
luz y el calor, para evaluar el efecto que produce la incorporacion de B-caroteno en el
aceite. Se demuestra que, en la mayoria de los aceites utilizados, el aporte de P-

caroteno mejora su estabilidad, aumentando la vida Gtil del aceite.

Por ultimo, se realiza un analisis quimico, con el objetivo de determinar si la adicion
de antioxidantes mantiene dentro de los limites establecidos los pardmetros de calidad
del aceite, se concluye que no sélo se mantienen, si no que en algunos casos, incluso

mejoran algunos parametros.

ABSTRACT

During the last decade, the word antioxidant has acquired the same importance than

vitamins, minerals and proteins in the field about preventive health (Islam et al, 2013).

The cellular ageing is an inevitable process which it is characterized by a general

decrease of the physiological functions. (Gilca et al, 2007)

It is known and it is proved that the symptoms of the ageing and the degenerative

illnesses is caused by the free radicals (Kar et al, 2010; Sharma et al, 2010).

Free radicals are molecules which present an unpaired or odd electron in the external
orbital concerning their atomic structure. This shape causes their instability and a huge
capacity to combine with the most of cellular biomolecules, by provoking a great
damage in them and the cellular membranes. (Finkel et al, 2000).

The antioxidant, when it reacts with the free radical, gives up an electron which it is
oxidized and transformed at the same time in a weak free radical with rare or null toxic
effects. The antioxidants have different procedures of action; ones prevent the creation
of free radicals and/or reactive species, and others favour the repair and reforming of

biological damaged structures. (Barbosa et al, 2008)

Due to their characteristics, the oil could be a good means to carry little numbers of

antioxidants.
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In this dissertation, it will be used pB-carotene that comes from DSM entertainment
(Ledn, Spain), and this will be added to different oils with the purpose to cover the
diary recommended intake of antioxidants and, in this way, to prevent degenerative and

cutaneous illnesses.

It is known that the diary recommended intake of B-carotene is 4 mg/day. It is added
an amount of 0.083 mg B-carotene/mL of B-carotene to oils, since the diary average
consumption of oil is 36.8 mL. In this way, through the consumption of oil, it is
incorporated 3mg of B-carotene to the diet because it is supposed that the rest will be

added to the diet by eating fruits and vegetables.

Moreover, it is carried out a study about the stability of oils versus the action of the
light and the heat in order to assess the effect which produces the incorporation of -
carotene in the oil. And it is demonstrated that the contribution p-carotene improves the

stability of the most of used oils by increasing the lifetime of them.

To conclude, it is made a chemical analysis with the aim of determining if the
addition of antioxidants maintains the value of the quality of the oil, in its stablished
limits. And it is concluded that these are not only maintained, but also in some cases,

they even improve some parameters.

10
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2. INTRODUCCION.
2.1. Estudios basados en la medida del color.

El color es la propiedad sensorial mas importante que va asociada a la vista,
aunque al sentido de la vista también van asociadas otras propiedades: apariencia,
forma, superficie, tamafio y brillo. La primera impresion que se tiene de los
alimentos es visual y su aceptacion en mayor o menor medida depende del color,
ademas esta apreciaciéon da ideas preconcebidas de otros factores de calidad el
sabor y el aroma.

El color, por tanto, es una percepcion que genera el cerebro cuando interpreta
las sefiales nerviosas que llegan a través de los fotorreceptores de la retina del ojo,

al mismo tiempo.

El fendmeno del color se puede dividir en dos partes; una es el fendmeno
fisico y requiere la luz, un objeto y un detector, la interaccion de la luz con el
objeto da lugar a fendmenos como la refraccion, la transmision, etc.

La segunda parte, son una serie de procesos donde el ojo (receptor) transmite
informacién al cerebro, que la interpreta como color. (Delgado Vargas et al.,
2003)

El color depende de la luz, por lo tanto, el color depende de la fuente de la luz.
La luz estda compuesta de diferentes longitudes de onda de radiacion y la luz
visible es el componente mas importante en relacion a la apreciacion del color. La
luz visible comprende una parte muy pequefia del espectro electromagnético, con

radiaciones de longitudes de onda entre 380 y 750 nm (Figura 1).

11
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Figura 1. Espectro electromagnético.

El color rodea nuestra vida diaria e influye de manera significativa en nuestros gustos.
Nuestro alrededor nos muestra infinidad de colores con sélo una mirada, sin embargo, no
existe una escala fisica para medir el color, lo que hace muy dificil que todo el mundo vea

un mismo color igual.
2.1.1. Condiciones que afectan al color.
La apariencia del color de un objeto suele estar influenciada por elementos
ambientales, condiciones de superficie e ilusiones Opticas. Estas pueden

provocar que un color se vea mas oscuro o claro. Algunos efectos que pueden

influenciar la apariencia del color son:

- Subijetividad del observador

La sensibilidad del ojo humano varia dependiendo de la persona, esto

causa que un mismo color sea visto de diferente forma por cada persona.

- Angulo de visién

Dependiendo del angulo desde el que se observa el objeto, aunque sea

ligeramente diferente, puede hacer que se vea mas claro o0 mas oscuro.

- Fuente de luz

12
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El color de un objeto puede parecer diferente dependiendo de la fuente
de luz. Cada tipo de luz, ya sea incandescente, fluorescente, luz solar, etc.,
tiene un efecto diferente en la apariencia del color de un objeto.

- Condiciones de superficie

La textura, el brillo y otras condiciones de superficie influencian en

cémo aparece el color de un objeto.

- Entorno
El fondo de detras de un objeto puede hacer que un color se vea
diferente. Un objeto ubicado frente a un fondo luminoso parece méas
apagado que un objeto que se sitla delante de un fondo oscuro. Esto

es conocido como el efecto de contraste de color.

- Tamaio del area

Si la superficie de color es muy grande, aparecerd mas vivo y brillante
que si fuese un area pequefa. Este efecto se denomina efecto de area.

La forma mas objetiva de determinar un color es mediante el uso de
un espectrocolorimetro o colorimetro, ya que, estos instrumentos son

ajenos a la subjetividad del ojo humano.

2.1.2. Expresion numérica del color.

El espacio de color es un método para expresar el color de un objeto
utilizando anotacion numérica. Fue la Comisién Internacional de 1I’Eclairage
(CIE) (Comision Internacional de la Iluminacién) quien desarrollé este
sistema, en el que, estan definidos los espacios de color, incluyendo CIE
XYZ, CIE L*a*b*, y CIE L*C*h*, para expresar el color de un objeto. En la
Figura 2, se muestra el espacio de color CIELAB en vista horizontal, siendo

L* constante.

13
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Se considera al CIE como la autoridad en la ciencia de luz y color.

(Yellow) .
+b* 90

xxxxxxxxx

Chroma C*
180° Hue angle hy,
(Green) (Red)qe
-a° +a’

(Blue)
270° -b*

Figura 2. Espacio de color CIE L*a*b* con la coordenada L* constante.

El espacio de color L*a*b*, al que también se puede referir como CIELAB,
es uno de os espacios mas usados para evaluar el color de un objeto. Es muy
utilizado ya que correlaciona los valores numéricos de color con la percepcion
visual humana.

Dos personas pueden expresar un mismo color con palabras muy diferentes,
Ilevando a confusion. Para evitar esto, el color debe ser expresado en términos

numéricos y objetivos.

Al clasificar los colores, se pueden expresar en términos de matiz (color),
luminosidad (brillo) y saturacion (vividez). Al crear escalas para éstos

atributos, se puede expresar de forma precisa el color.

El espacio de color L*a*b* fue creado teniendo en cuenta la teoria de color
oponente que dicta que dos colores no pueden ser rojo y verde a la vez o

amarillo y azul al mismo tiempo.

14



Universidad
de Jaén
|

La luminosidad la indica L*, mientras que a* y b* son las coordenadas
cromaticas, a*=coordenadas rojo/verde (+a indica rojo y —a indica verde) y

b*= coordenadas amarillo/ azul (+b referido a amarillo y —b indicando azul).

(Figura 3).

Blanco
+L*

Verde |
-a*

Negro

Figura 3. Espacio CIELAB con las coordenadas L*a*b*

Los instrumentos de medicion de color, como los colorimetros, cuantifican
estos atributos facilmente. Determinan el color de un objeto dentro del espacio
de color CIELAB mostrando los valores de cada coordenada, L*, a* y b*.

(Konica Minolta, 2014)

15
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2.1.3. Medida de la diferencia de color.

A una misma persona, le pueden parecer dos objetos del mismo color,
aunque se pueden encontrar diferencias muy pequefias e inapreciables a

simple vista cuando el color es evaluado con un instrumento de medicion.

La diferencia de color se define como la comparacion numérica de una
muestra con el estandar. Indica las diferencias en coordenadas absolutas de
color y se la conoce como Delta (A). Delta por L*(AL*), a*(Aa*) y b*(Ab*)
pueden ser positivas 0 negativas. Sin embargo, AE*ab, que es la diferencia

total, siempre es positiva. (Konica Minolta, 2014)

AL* = diferencia en luz y oscuridad (+ = mas luminoso, -= mas oscuro)
Aa* = diferencia en rojo y verde (+= mas rojo, -= mas verde)
Ab* = diferencia en amarillo y azul (+ = mas amarillo, - = mas azul)

AE*ab = diferencia total de color

El valor de la diferencia total de color, se puede definir con la siguiente

ecuacion. (Konica Minolta, 2014)

AE* = [AL*2 + Aa*2 + Ab*2]Y/?

La diferencia de color también se puede expresar con palabras, aunque, no
llega a ser tan preciso como el uso de la ecuacion anterior. Los términos que
se utilizan para describir las diferencias en luminosidad y croma, indican la
direccion de la diferencia de color, pero no indican el grado de diferencia de
color. En la Figura 4, se muestran algunas de las expresiones utilizadas para

describir las diferencias.

16
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Figura 4. Términos que describen las diferencias de color

2.1.4. B-caroteno como agente antioxidante y preventivo.

Los antioxidantes naturales que se encuentran en vegetales y en algunos
animales, han sido estudiados para ser utilizados como fuente de prevencion de
diversas enfermedades, como céncer, enfermedades del corazon y degeneracion

macular, que se relaciona con la edad.

Mediante el consumo de carotenoides se ha demostrado que se puede disminuir
la incidencia de ciertas enfermedades. También, los carotenoides, representan una
fuente de vitamina A y actividad antioxidante en las células al actuar en la
neutralizacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno producidas como parte

del metabolismo celular. (Carranco Jaurequi et al 2011).
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2.1.5. Degeneracion macular asociada a laedad (DMAE).

La degeneracion macular asociada a la edad es la causa mas frecuente de
pérdida irreversible de la vision central en personas adultas mayores. (Figura
5)

Existen diferentes factores de riesgo para este trastorno como: edad,
antecedentes familiares, el tabaquismo, obesidad, hipertension arterial o la
dieta baja en acidos grasos omega-3 y en verduras de hoja de color verde

oscuro, entre otras.

Retina

Macular Degeneration

Figura 5. Esquema de un ojo indicando la parte afectada por DMAE

Hay dos formas en las que se puede manifestar la DMAE: de forma seca (no
exudativa o atréfica) y de forma himeda (neovascular o exudativa).
Cuando esta enfermedad se manifiesta, siempre comienza como el tipo seco,
después, un 85% de las personas con DMAE s6lo tienen la forma seca y un
15% tienen el tipo himedo. EI tipo himedo causa la pérdida de vision grave,

entre un 80 y un 90% de pérdida.
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Cuando se trata de DMAE seca, el tejido de la macula adelgaza. Los
productos de desecho acumulados procedentes de los conos y bastones pueden
producir depositos en la retina denominados drusos (manchas amarillas),

como se muestran en la Figura 6.

Figura 6.DMAE relacionada con la edad (Seca)

La DMAE humeda aparece como consecuencia de la seca. Crecen vasos
sanguineos andmalos desde la coroides hasta la macula y dejan escapar sangre

y fluido, como se pueden ver en la Figura 7.

Figura 7.DMAE relacionada con la edad (Himeda)
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Hasta la actualidad no existe un tratamiento para revertir el dafio por el tipo
seco de la enfermedad (que es el mas frecuente). En el caso de la de tipo
himedo, se puede prevenir la pérdida severa mediante fotocoagulacion con
laser, pero su eficacia es limitada.

Es posible reducir el riesgo de sufrirla mediante la ingesta de suplementos

como el B-caroteno. (Sunir J.Garg, Thomas Jefferson University, 2017)

2.1.6. Papel preventivo del p-caroteno.

El B-caroteno es un pigmento perteneciente a la familia de los carotenoides,
con actividad de provitamina A. El B-caroteno es el carotenoide mas

abundante y mas eficiente de los que se hallan en los alimentos.

La ingesta de p-caroteno es muy importante para la prevencion de
enfermedades, ademas como se trata de una fuente de vitamina A, ayuda a
alcanzar los niveles necesarios de ésta y asi asegurar un buen desarrollo y
crecimiento, asi como una buena salud ocular.

El papel del B-caroteno también ha sido estudiado en relacion a enfermedades
coronarias y en relacion al riesgo de cancer en la piel como consecuencia de la

radiacién UV. (Carranco Jaurequi et al, 2011)

2.1.7. Otras aplicaciones del p-caroteno.

El B-caroteno es una fuente de vitamina A, que Sse encuentra en una gran
variedad de frutas y verduras, que aportan grandes beneficios para la salud.
El B-caroteno se encuentra en forma de emulsiéon en alimentos tales como
aceites, mantequillas, quesos, etc.

Asimismo, se encuentra el B-caroteno en polvo en golosinas, caramelos,

chicles y concentrados de sopa en polvo.
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2.1.8. Fuentes de B-caroteno.

Los carotenoides son pigmentos liposolubles. Se conocen alrededor de 600
compuestos de esta familia presentes en la naturaleza, plantas y
microorganismos. Los carotenoides son los responsables de la gran mayoria
de los colores amarillos, anaranjados o rojos presentes en los alimentos

vegetales.

En la , se muestra la estructura del -caroteno, que cuenta con 11
dobles enlaces conjugados, en la configuracion trans, formando en los

extremos anillos.

Figura 8. Estructura del B-carotero

Cuando se utilizan las microalgas como fuente antioxidante se tiene la
ventaja de que, son rapidas de cultivar y su ciclo de crecimiento es simple,

ademas, su recoleccion y procesado es sencillo. ( )

2.2. El aceite de oliva Virgen Extra (AOVE).

El aceite de oliva virgen es un mosto oleoso. Se obtiene de las aceitunas, que son
el fruto del olivo (Olea Europaea) y es obtenido por sistemas mecénicos en frio.
Los frutos de los que se extrae el aceite han de ser de buena calidad, gracias a esto,
el aceite de oliva virgen posee unas caracteristicas organolépticas excepcionales, lo

que hace que sea el Unico aceite vegetal que se puede consumir crudo
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La legislacion de la Unidon Europea, Reglamento (CE) 1234/2007 s6lo permite

comercializar las siguientes categorias de aceite de oliva:

- Aceite de oliva virgen extra: Tipo de aceite de maxima calidad, se obtiene

unicamente por procedimientos mecéanicos, de aceitunas en buen estado.
Su sabor y olor son intachables, y su grado de acidez no puede sobrepasar

los 0.8, expresado en porcentaje de acido oleico libre.

- Aceite de oliva virgen: Los parametros de calidad son similares a los del

aceite de oliva virgen extra. Su principal diferencia es que, no puede

superar los 2’ de acidez.

- Aceite de oliva: Contiene aceites de oliva refinados y aceites de oliva

virgenes. En la elaboracion del aceite de oliva refinado intervienen

procesos quimicos o térmicos. El grado de acidez no puede superar al 1.

- Aceite de orujo de oliva: Es mezcla de aceite de orujo de oliva refinado y

aceite de oliva virgen o virgen extra. Su grado de acidez final no supera el

I’

2.2.1. Antioxidantes presentes en el aceite de oliva virgen.

Los compuestos fendlicos son los antioxidantes méas importantes del aceite
de oliva virgen, mientras que los tocoferoles y tocotrienoles son antioxidantes

mas propios de otros aceites vegetales.

Se sabe que el aceite de oliva virgen se diferencia otros aceites vegetales por
su composicion, en particular por los compuestos fenolicos. (Boskou, 1996).
También son antioxidantes los pigmentos que hay presentes en el aceite de

oliva, como las clorofilas y los carotenoides.

22



Universidad
de Jaén
|

2.2.1.1. Compuestos fenolicos.

Los compuestos fenolicos forman un amplio grupo de moléculas, estas
moléculas tienen, al menos, un anillo aromético que se encuentra unido a
uno o mas grupos hidroxilo. Ademas, estos compuestos, son una fraccion
minoritaria de la composicion de aceite de oliva. La solubilidad de los

compuestos fendlicos es muy elevada en agua. (Suarez, 2010).

Aunque los compuestos fenolicos se encuentran en el aceite de oliva
en fraccion minoritaria, su porcentaje varia dependiendo de factores
como el clima, la zona de cultivo o la variedad de aceituna. (Tripoli v
Cols., 2005).

La caracteristica mas destacada de los compuestos fendlicos es su
capacidad antioxidante, ademas, son los responsables de parte del sabor
del aceite, ya que aportan las notas amargas y picantes del aceite.
(Vitaglione y Cols., 2013)

2.2.1.2. Tocoferoles.

Los tocoferoles son los compuestos responsables de la actividad de la
vitamina E. La vitamina E, es un término que se utiliza para designar a
un grupo de ocho especies naturales de tocoferoles (a, B, v, y 0) y
tocotrienoles. La vitamina E, juntos con las vitaminas A, D y K
constituyen el grupo de vitaminas liposolubles, que se caracterizan por
ser solubles en lipidos y en disolventes organicos. Los tocoferoles son
compuestos esenciales que no pueden ser sintetizados por el organismo,
por esa razon, las cantidades de estos compuestos que se ingieren en la

dieta son pequefias. (Sayago et al., 2007)

La vitamina E, se coordina con otras enzimas y moléculas para la
defensa de las células. Es considerada un importante antioxidante que

aporta sustancias beneficiosas al organismo (Gerald y Combs, 1992)
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2.2.1.3.  Pigmentos.

El color del aceite de oliva va desde el verde-amarillo al dorado. El
color depende de la variedad del fruto y su maduracién. Los pigmentos
son importantes para la determinacion de la calidad del aceite de oliva,

ademas, forman parte de mecanismos de autooxidacion y fotoxidacion.

Los pigmentos, que se encuentran en el aceite de oliva, se dividen en

dos clases: clorofilas y feofitinas; y carotenoides.

Carotenoides
Los carotenoides son los responsables del color amarillento del aceite
de oliva virgen. Su estructura estd formada por un esqueleto de 40

atomos de carbono. (Olmedilla et al., 2001)

Los principales carotenoides son: luteolina, 3-caroteno, violaxantina,
neoxantina, anteraxantina, luteoxantina, mutatoxantina y [-criptoxantina.
El caroteoide mayoritario es la luteolina seguido del P-caroteno
(Aquilera, 2006).

Clorofilas v feofitinas

Las clorofilas son las responsables del color verde de los aceites de
oliva virgenes. Su estructura consiste en cuatro anillos pirr6ticos
sustituidos, uno de ellos esta reducido, que estan coordinados con un ién
Mg®* para formar un complejo planar muy estable. En medio acido se
produce la sustitucién del Mg por hidrégeno dando lugar a feofitinas.
Este proceso se produce cuando se rompe la integridad celular, debido a
que los productos vegetales son sometidos a golpes, rotura, trituracion y
calentamiento. En el aceite de oliva, como consecuencia del proceso de
elaboracion, se puede encontrar feofitina “a” y “b”, siendo la “a” la mas

abundante en aceites de oliva. (Ranalli, 1992)
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2.2.2. El aceite de oliva como vehiculo para incorporar p-caroteno.

El aceite de oliva posee importantes propiedades que lo hace un alimento
muy saludable. Diversos estudios avalan la importancia de su incorporacion
en una dieta equilibrada, mostrando efectos muy beneficiosos para la salud:
reduce el colesterol, diminuye el riesgo de infarto y de trombosis arterial,

regula el transito intestinal y previene enfermedades degenerativas humanas.

El aceite de oliva en su composicion, tiene una gran variedad de
compuestos, entre ellos los carotenoides, que junto con las clorofilas son los
compuestos mas abundantes que se encuentran en el aceite de oliva. Por ellos,
debido a que contiene cantidades de carotenoides, puede ser un medio de
vehiculizacion del B-caroteno, ya que se aumenta una concentracion ya

existente en el aceite de oliva y que no debe provocar problemas.
2.2.3. Valor preventivo y terapéutico del aceite de oliva.

A lo largo de la historia los usos del aceite de oliva en la piel incluian la
higiene, la uncion corporal y la perfumeria. Actualmente, la tendencia que se
sigue es utilizarlo como medio para prevenir el envejecimiento y el cancer de
piel. (Carrillo, 2009)

Existen numerosos aspectos en los que el aceite de oliva tiene un papel
preventivo y terapéutico, sobre todo a nivel digestivo, se encuentran aspectos
interesantes.

En el estomago, reduce la acidez gastrica, evitando ulceras y reduce el riesgo
del ataque acido de la mucosa esofagica.
La ingesta de aceite de oliva da lugar a una sensacion de saciedad de mayor

grado y favorece la digestion.

A nivel del higado y la vesicula biliar, disminuye la presencia de célculos
biliares, disminuye el colesterol plastico aumentando la excrecion hepética y

contrae la vesicula biliar, permitiendo su vaciado.
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En el intestino mejora la absorcion de nutrientes como el calcio, hierro y

magnesio.
2.2.4. Importancia de la ingesta de antioxidantes en la dieta.

La dieta mediterranea hace referencia a los patrones alimentarios propios de

los paises mediterraneos. (Keys et al., 1986).

En la dieta mediterranea existen diferentes variantes, aunque hay algunos
puntos comunes a todos como, que el principal aporte de grasa esta
constituido por el aceite de oliva, que es rico en grasas monoinsaturadas.
(Renaud et al., 1992)

Existen evidencias cientificas de que la dieta mediterrdnea tiene efecto
protector sobre procesos oxidativos, esto se atribuye a su alto contenido en

compuestos antioxidantes y acidos grasos insaturados. (Fito, 2003)

Por otra parte, varios estudios indican que la dieta rica en grasas
monoinsaturadas puede mejorar el perfil lipidico, fendmeno involucrado en la
menor incidencia de padecer enfermedades cardiovasculares, siendo esto

debido al alto porcentaje de grasa monoinsaturada consumidas en la dieta

mediterranea y fundamentalmente en el aceite de oliva. (Grundy et al., 1988)

2.2.5. El color del aceite de oliva.

El color del aceite de oliva es un criterio basico de su calidad y, aunque su
medida no es requerida por la regulacion de la CEE (CEE 2568/91) en la
determinacion de las caracteristicas del aceite de oliva, es importante, porque

es un parametro independiente de los mencionados por el COIl, 1987.

El color es fundamental sobre la valoracién y preferencias del consumidor.
Esto ha impulsado a los productores y elaboradores a desarrollar técnicas y a
investigar nuevas lineas que tienen como objetivo el estudio del color del
aceite. (Calvo C. et al., 2001).
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Los pigmentos responsables del color del aceite de oliva forman parte del
grupo de componentes minoritarios. Las clorofilas son las responsables del
color verde del aceite y los carotenoides del amarillo. Cada estado de madurez
de la aceituna tiene unos limites determinados de concentracion de pigmentos
(Moyano M., 2002)

2.2.6. Utilizaciéon en la cocina. Dafio térmico.

Todos los procesos de cocinado que exigen calor, producen dafio térmico,
que depende de la temperatura y el tiempo de aplicacion. (Mataix Verdd,
2005)

El dafio térmico provoca en los acidos grasos modificaciones quimicas,
especialmente cuando se trata de frituras repetidas, que conducen a la
formacion de productos tdxicos para el organismo. La agresion térmica se
gjerce, tanto sobre los acidos grasos, como los componentes antioxidantes.
(Mataix Verdu, 2005)

2.3. El aceite de girasol.

El aceite de girasol o aceite de maravilla es un aceite de origen vegetal que se
extrae del prensado de las semillas de girasol (Helianthus annuus). El girasol es
una planta originaria de América del norte, que se export6 a Europa a principios
del siglo XVI1 y que se comenzo a cultivar en Espafia en el afio 1964, esta planta se

encuentra en su mayoria en la zona de Andalucia occidental.

A dia de hoy, el aceite de girasol es el aceite de semillas mas consumido en
Espafia.
El aceite de girasol es de un color amarillo muy tenue, en algunos casos
practicamente incoloro, carece de sabor y olor intenso. A nivel culinario, es un

aceite muy empleado, aunque también tiene uso en la industria, por ejemplo, se
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emplea como combustible bioldgico para producir biodiesel, aunque su efecto

contaminante es muy elevado.
2.3.1. Composicion.

Se encuentran diferentes tipos de aceites de girasol, el normal, con un
contenido mayoritario de acido linoleico, y el ato oleico, con contenidos en
acido oleico de hasta el 90%.

La composicién del aceite de girasol que mas se comercializa, contiene, por
cada 100 g, 62 de acidos grasos poliinsaturados, de ellos 36,8 g son de acido
inoleico, ademas también contienen 25 g de acidos grasos monoinsaturados y

12 g de acidos grasos saturados.
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3. MATERIALESY METODOS.
3.1. Materiales.

3.1.1. Extracto antioxidante de B-caroteno.

El extracto de antioxidante de [-caroteno utilizado para este trabajo

experimental, ha sido obtenido comercialmente de DSM (Le6n, Espafia).

3.1.2. Aceites.
3.1.2.1. Aceites de oliva.

Se utilizan 4 aceites de oliva diferentes, 3 de ellos aceites de oliva
virgen extra y otro aceite de oliva virgen. La variedad de tres de ellos es
Picual y otro es de variedad Hojiblanca y sus procedencias son Albacete
(Castilla-La Mancha), Cérdoba y Baeza (Jaén).

- AOVE Lencina, variedad Picual, procedente de Albacete (Castilla-
La Mancha)

- AOV Acecasa, variedad Picual, procedente de Albacete (Castilla- La
Mancha)

- AOVE Hojiblanca, variedad Hojiblanca, procedente de Cérdoba.

- AOVE Sefiorio del Rey, variedad Picual, procedente de Baeza (Jaén).
3.1.2.2.  Aceites de girasol.

Se utilizan 4 aceites de girasol de marcas comerciales obtenidos en
supermercados.
- Aceite de girasol Ondosol
- Aceite de girasol Coosol
- Aceite de girasol Auchan

- Aceite de girasol Abaco Sol
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3.1.3. Reactivos.

Disolucion etandlica KOH 0,1 M
Acido Benzoico

Cloroformo

Etanol

Timolftaeina

Eter dietilico

Disolucion acuosa de Kl
Disolucion acuosa de tiosulfato sodico 0,01 N
Indicador almidén 10 g/L
Isoctano

P-anisidina

Acido acético glacial

3.2. Métodos.

3.2.1. Obtencion de la disolucion de p-caroteno.

Para la obtencion de la disolucion de B-caroteno, en primer lugar, se
calcula la concentracidn de carotenoides que tiene que tener el aceite de
oliva para que una persona consuma diariamente la cantidad de

carotenoides recomendada.

Para ello, se obtiene el consumo medio por afio en la década de 2000-
2010 en Espafa, siendo éste de 566870 Tm de aceite (COI) Como la
poblacion de Espafia es de 45958000 habitantes, se determinan los

kilogramos de aceite que se consumen por persona y afio, siendo:

566,870 - 10° Kg aceite
45,958 - 10° personas

= 12,33 Kg aceite /persona, afio

A continuacion, se calculan los gramos de aceite que consume una

persona por dia.
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= 33,8 g aceite /persona, dia

12,33 Kg aceite 103 9
persona, afio Kg
dias

365 ——
afo

Con la densidad (Limon, P et al., 2015), se calcula el volumen de

aceite que se consume por persona y dia.

33,8 g/persona, dia

0918 g/mL 36,8 mL aceite /persona, dia

El consumo de carotenoides recomendado es de 4 mg. (\Valle-Prieto,
M.B et al, 2017)

Se considera que mediante la ingesta de aceite diario, se quieren
consumir con el aceite 3 mg/dia de carotenoides, ya que la parte restante

también se puede obtener de otras fuentes, como las verduras y frutas.

Por lo tanto, si se consumen 36 mL/dia de aceite, sabiendo que se
quieren consumir 3 mg de carotenoides, se calcula la concentracion de

carotenoides que tiene que tener el aceite de oliva.

mg
36.8mL-[C]— =3
m []mL mg

mg carotenoides
[C] = 0,083

mlL aceite

El B-caroteno, obtenido comercialmente, tiene una alta densidad, por
lo que se diluye en una muestra de aceite de oliva de variedad picual,
teniendo finalmente un extracto de concentracion de 3,27 mg de B-

caroteno/ mL de disolucion.

Es importante que, tanto el extracto como la disolucion de B-caroteno
se agiten siempre antes de ser utilizados, también que estén tapados con
papel de aluminio para que no estén expuestos a la luz, ya que se puede
degradar el extracto. Una vez se deja de utilizar, se guarda en el

frigorifico.
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3.2.2. Curvas de colorimetria.

Se estudia la influencia en el color de los aceites adicionados con [3-caroteno

hasta llegar a la concentracion deseada.

Se utiliza un espectrocolorimetro Konica Minolta CM-5 conectado a un
ordenador dotado del software SpectraMagic NX PRO USB. El equipo
proporciona medidas en el espacio de color CIELAB.

El equipo se calibra periddicamente y se procede a medir los distintos
pardmetros de color de las muestras, obteniéndose el valor de los pardmetros
colorimétricos de cada muestra generada (L*, a*, b*) asi como la variacion de

AE*ab por comparacion con el aceite original.

3.2.2.1. Curvas de colorimetria de aceites de oliva.

Se estudia la influencia en el color de las adiciones de p-caroteno

hasta llegar a una concentracion de 0.083 mg/mL.

Para alcanzar dicha concentracion, se sabe que, el volumen de la
cubeta utilizada en el ensayo tiene una capacidad de 14 mL, por lo tanto,
se pone un volumen de 14 mL del aceite en dicha cubeta, siendo este el

volumen de muestra que Se va a ensayar.

Se calcula, a continuacion, qué volumen de la disolucion de f-
caroteno hay que afiadir a los 14 mL de aceite para que se alcance la

concentracion deseada, es decir, 0.083 mg/mL.

0.083 — = ——— ™Mb
mL (14 + x)

x = 365 uL de disolucién de f — caroteno

En total, para que la muestra de aceite ensayada alcance una
concentracion de 0.083 mg/mL, se adicionan 365 pL de disolucion de B-

caroteno en la cubeta de plastico que contiene 14 mL de aceite. La
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disolucion de B-caroteno se adiciona en volimenes de 20 en 20 uL, a
continuacion, se agita la cubeta hasta que la mezcla sea uniforme. Antes
de la toma de medidas, se deja la muestra unos minutos hasta que no
tenga burbujas de oxigeno, esas burbujas son propias de la agitacion. Si
la medida se toma teniendo la muestra burbujas, el valor obtenido podria
ser erréneo. Las medidas de los parametros de color se realizan con el

espectrocolorimetro Konica Minolta CM-5.

De esta forma, se obtienen las curvas de color para cada aceite
ensayado. Las curvas se obtienen representando en el eje de abscisas el
volumen de extracto de B-caroteno afadido, y en el eje de ordenadas, la

variacion de color, AE*ab.

3.2.2.2.  Curvas de colorimetria de aceites de girasol.

Se estudia la influencia en el color de las disoluciones de aceites

adicionados de B-caroteno hasta alcanzar una concentracion deseada.

La disolucion de B-caroteno con aceite de oliva de variedad picual
utilizada en el ensayo anterior, de concentracién 3.27 mg/mL, se diluye
hasta obtener una disolucion de concentracion de 1 mg/mL ya que, el
aceite de girasol se satura con mayor rapidez. Se preparan 6 mL de
disolucion de B-caroteno de concentracion 1 mg/mL.

Se calcula, a continuacion, qué volumen de la disolucion de B-caroteno
de concentracién de 3,27 mg/mL se necesita para preparar 6 mL de una

disolucion de B-caroteno de concentracion 1 mg/mL.

m m
V-3.27—g= 6mL-1—g
mL mL

V =183mL
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Se ha demostrado que la adicion de B-caroteno en aceites de girasol
produce disoluciones con color mucho mas intenso que las
correspondientes en AOVE.

La nueva disolucion es de concentracion 20 veces menor que la que se
tenia inicialmente de 3.27 mg/mL, para que los valores de AE*ab

(variacion del color) se pudieran medir mas facilmente.

La concentracion de la nueva disolucion de p-caroteno es finalmente de
0.167 mg/mL.

mg
1—--1mL=x-6mL
mL

mg
x = [disol. B — caroteno] = 0.167 —
mlL

Se adicionan, como en el ensayo realizado anteriormente con aceites
de oliva, un total de 365 pL de disolucion de B-caroteno de concentracion
0,167 mg/mL. La disolucion de B-caroteno se adiciona en volumenes de
20 en 20 uL, en una cubeta de plastico con capacidad para un volumen de
14 mL. Dicha cubeta contiene 14 mL de aceite de girasol al que se le

adiciona la disolucién de -caroteno.

Se sigue el mismo procedimiento que en el caso de los aceites de
oliva. Una vez se ha adicionado la disolucion de f-caroteno, la cubeta se
agita hasta que la mezcla sea uniforme. Se deja en reposo hasta que las
burbujas que han aparecido debidas a la agitacién, desaparezcan, ya que,
las burbujas conducen a errores en la medida de los pardmetros de color.
A continuacion, se toman medidas de los pardmetros del color vy
variacién de AE*ab, utilizando un espectrocolorimetro Konica Minolta
CM-5.

De esta forma, se obtienen las curvas de color para cada aceite

ensayado. Las curvas se obtienen representando en el eje de abscisas el
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volumen de extracto de B-caroteno afadido, y en el eje de ordenadas, la

variacion de color, AE*ab.

3.2.3. Caracterizacion colorimétrica.
3.2.3.1. Foto-estabilidad.

La caracterizacion colorimétrica, se realiza para el ensayo de foto-
estabilidad.
Las muestras utilizadas consisten en volimenes de 14 mL de aceites de oliva
enriquecidos en B-caroteno y sin enriquecer en diferentes cubetas de plastico,
asi como cubetas de 14 mL de aceites de girasol enriquecidos en B-caroteno y

sin enriquecer.

En la Tabla 1, se muestran los aceites empleados con su correspondiente

nomenclatura.

Por cada tipo de aceite se preparan dos cubetas: una que sélo contiene aceite,
y que en cuya etiqueta se denota con la palabra “sin” Yy otra cubeta que
contiene aceite enriquecido con -caroteno y que se nombra en su etiqueta

mediante la palabra “con”.

Cada aceite se ha caracterizado con una letra del abecedario, siendo de la A
a la F, los aceites de oliva, y de la G a la H, los aceites de girasol. Cada

cubeta, por tanto, se nombra con una letra seguido de “con” o “sin

dependiendo de si el aceite esta enriquecido o no. (Figura 9 v Figura 10)

Las muestras se someten a exposicion continua bajo luz ultravioleta en una
cabina de radiacion de luz UV durante 60 dias, tomandose medidas en

intervalos temporales regulares. (Figura 11)

35



Universidad
U J a oo Jaen
[ |

Tabla 1. Nomenclatura de los aceites de oliva y los aceites de girasol utilizados
para el ensayo de foto-estabilidad en cabina ultravioleta.

Nombre del aceite Nomenclatura

AOVE LENCINA A (sin)
A’(con)

AOVE HOJIBLANCA B (sin)
B’(con)

AOV ACECASA C (sin)
C’(con)

AOVE SENORIO DEL REY D (sin)
D’ (con)

ACEITE GIRASOL ONDOSOL E (sin)
E’ (con)

ACEITE GIRASOL AUCHAN F (sin)
F’ (con)

ACEITE GIRASOL ABACO SOL G (sin)
G’ (con)

ACEITE GIRASOL COOSOL H (sin)
H’(con)

Figura 9.Muestras de aceites de girasol (E, F, G, H) y aceites de girasol
enriquecidos con B-caroteno (E', F', G', H)
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Figura 10. Muestras de aceites de oliva ( AB, C, D) y aceites de oliva
enriquecidos con B-caroteno (A', B, C', D")

B —— T -

Figura 11.Cubetas de aceite de girasol y aceite de oliva en el interior de la
cabina de luz UV.
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3.2.3.2. Termo-estabilidad en microondas.

Los cambios quimicos que se producen en aceites suelen deberse a variables
como la luz, temperatura y paso del tiempo. Estas alteraciones con respecto a
las iniciales se pueden monitorizar siguiendo el cambio de color, ya que existe
una estrecha relacion entre los cambios quimicos y la variacién del color de la

matriz alimenticia (Limon, P et al, 2015).

Se realiza un seguimiento de la evolucién de color que van sufriendo los
aceites por exposicion a temperatura (termo-estabilidad), evaluando la

variacion del color que sufren las muestras.

Se exponen los aceites a radiacion por microondas. La metodologia que se
sigue, comienza preparando las muestras en tubos de vidrio. Los tubos se
colocan dentro de vasos de precipitados y se introducen en el microondas a
700W de potencia, en intervalos de 5 minutos hasta alcanzar los 40 minutos

de tratamiento al calentamiento por radiacion.

En cada intervalo de 5 minutos, el tubo se saca del microondas y se deja
enfriar. Cuando se enfria, el aceite de pasa a una cubeta de 14 mL y se miden
en el espectrocolorimetro los pardmetros de color, asi como la variacion
AE*ab comparando con la muestra de aceite que se tenia inicialmente sin

calentar.
Cada muestra se determina de manera individual, nunca metiendo mas de un

tubo en el microondas.

Se han evaluado en total 8 aceites, 4 aceites de oliva y 4 aceites de girasol.
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3.2.4. Analisis quimico

3.24.1. Determinacion del indice de acidez de aceites de oliva sin

enriquecer y aceites de oliva enriquecidos.

Esta experiencia se lleva a cabo siguiendo el Reglamento (CEE) n°
2568/91 de la comision del 11 de julio de 1991 Anexo Il.

Se prepara una disolucién etanélica KOH 0.1 M de 250 mL. Esta
disolucién se contrasta antes de usar. Para contrastar se ponen en un
erlenmeyer 0.2g de acido benzoico, 50 mL de cloroformo, 1 mL de

etanol y 6 gotas de timolftaleina. A continuacién, se valora con KOH.

Una vez hecho el contraste, en un erlenmeyer de 250 mL se adicionan
25 mL de éter dietilico y 25 mL de etanol mas 5-6 gotas de timolftaleina

y un par de gotas de KOH para neutralizar.

A continuacion, se afiaden al matraz 10 g de aceite con precision de
0.02 g y se valora con KOH 0.1M hasta que se alcanza el punto de
equivalencia, visible por el cambio de color que experimenta la

disolucion que se valora.

Para calcular el grado de acidez se sustituye en la siguiente ecuacion:
V-P,-C
10-m

Grado de acidez =

Siendo:

V: volumen gastado de KOH

Pm: Peso molecular de &cido oleico

C: Concentracion exacta de la disolucion de KOH

m: Masa de la muestra, en gramos.
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3.24.2. Determinacion del indice de perdxidos de aceites de oliva sin

enriquecer y aceites de oliva enriquecidos.

Esta experiencia se lleva a cabo siguiendo el Reglamento (CEE) n°
2568/91 de la comisién del 11 de julio de 1991 Anexo IlI.

Primero se prepara una disolucion acuosa de KI, una disolucion
acuosa de tiosulfato sodico 0.01N y se utilizan 5-6 gotas de la disolucion
almidén como indicador.

En un matraz erlenmeyer con tapon, se pesan 2 gramos de aceite con
precision de 0.001g. A este matraz erlenmeyer se adicionan 10 mL de
cloroformo, 15 mL de acido acético y 1 mL de KI saturado. Se agita
durante un minuto y se mantiene tapado y en la oscuridad durante 5

minutos.

Tras 5 minutos en la oscuridad, se afladen 75 mL de agua destilada y
5-6 gotas de almidon, en solucion acuosa de 10 g/L.

Se valora la disolucion con tiosulfato sodico 0.01N.

El indice de peroxidos se calcula sustituyendo en la siguiente
ecuacion:

V-N-1000
- P

1.P

Siendo:
V: Volumen gastado de tiosulfato
N: Normalidad del tiosulfato 0,01N

P: Masa de aceite pesado
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3.24.3. Medida de absorbancia de aceites de oliva sin enriquecer y

aceites de oliva enriquecidos.

La prueba espectrofotométrica en el ultravioleta puede proporcionar
indicaciones sobre la calidad de la materia grasa, su estado de
conservacion y las modificaciones inducidas en ella por los procesos
tecnologicos. Los valores de estas absorciones se expresan
convencionalmente como K (coeficiente de extincion). Este experimento
se lleva a cabo siguiendo el Reglamento (CEE) del 4 de diciembre de
2016 Anexo IX.

Las extinciones especificas se miden a 232 y a 270 nm en
ciclohexano.

Para medir la extincion a una longitud de onda de 270 nm, se toman
0.1 g de muestra sin enriquecer y se disuelven en un matraz con 10 mL
de ciclohexano. Se mide la absorbancia de dicha disolucién a una
longitud de onda de 270 nm, obteniendo E27o.

Por otro lado, para medir la extincion a una longitud de onda de 232 nm,
se toman 0.02 g de muestra de aceite y se disuelven con 10 mL de
ciclohexano. A continuacion, se mide la absorbancia a 232 nm de

longitud de onda, obteniendo Ejs;.

Los valores de extincion obtenidos deben estar comprendidos en el
intervalo entre 0.1 y 0.8, de lo contrario, es necesario repetir la medicion

utilizando soluciones méas concentradas o mas diluidas, segun el caso.

El coeficiente de extincion a diversas longitudes de onda se calcula

mediante la ecuacion:

Siendo:
Kj.: extincion especifica a la longitud de onda A

E,: extinciéon medida a la longitud de onda A
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C: concentracion de la solucion g/100mL

S: longitud de paso de la cubeta de cuarzo en cm

Con la misma muestra que se mide la absorbancia a 270 nm, se mide
la absorbancia Amax+s Y Amax4. ESt0OS valores de absorbancia se utilizan

para determinar la variacion de la extincion especifica (AK).

Klm—4 + K)Lm+4>

AK=’Km—(
2

Donde Km es la extincién especifica a la longitud de onda de maxima

absorcion a 270 nm.

3.24.4. Determinacion del indice de anisidina de aceites de oliva sin

enriquecer y aceites de oliva enriquecidos.

El método para la determinacion de anisidina en aceites y grasas de
tipo animal mide la cantidad de aldehidos presentes (principalmente

aldehidos a, B-insaturados).

Esta experiencia se lleva a cabo siguiendo la norma espafiola UNE-EN
ISO 6885 de junio de 2016 de AENOR.

Se preparan las siguientes disoluciones:

- Disolucion de analisis con 1 g de muestra aproximadamente y

disuelve con isoctano en matraz de 25 mL.

- Disolucion de p-anisidina, 0.061g de p-anisidina en un matraz

de 25 mL enrasado con &cido acético.
- Negro: compuesto por 5 mL de isoctano y 1 mL de p-anisidina,

y llevado a la oscuridad durante 8 minutos.

Se mide la absorbancia del negro a una longitud de onda de 350 nm,

siendo esta A(negro) = 0.005.
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Se mide la absorbancia de la disolucién de p-anisidina, al igual que el
negro, a una longitud de onda de 350 nm. Esta absorbancia, debe ser
menor de 0.2, de lo contrario hay que repetir la disolucion. A(p-
anisidina) = 0.044.

Para medir la absorbancia del blanco, se utiliza isoctano y se mide a

una longitud de onda de 350 nm.

Para calcular el indice de p-anisidina, se prepara para cada muestra de
aceite, una disolucién que reaccion a partir de la disolucion de analisis y
otra disolucién que si reacciona. La disolucion de analisis que reacciona
se compone de 5 mL de disolucion de andlisis y 1 mL de disolucion de p-
anisidina, después se lleva a oscuridad durante 10 min y se mide su

absorbancia.

La disolucion de analisis que no reacciona, se compone de: 5 mL de
disolucion de andlisis y 1 mL de &cido acético, se lleva también a

oscuridad durante 10 minutos y se mide su absorbancia.

Para calcular el indice de p-anisidina se tiene la siguiente ecuacion:

100-Q -V

AV [1.2 (A1 — A2 — A0)]

Siendo:
V: Volumen en el que se disuelve la muestra para analisis
m: Masa de la muestra para analisis

Q: Contenido de muestra de la disolucion medida en gramos por mililitro
(Q=0.01 g/mL)

AO0: Absorbancia de la disolucién para analisis sin reaccionar
Al: Absorbancia de la disolucion para analisis que ha reaccionado

A2: Absorbancia del blanco
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1.2: Factor de correccion para la dilucion de la solucion para analisis con
1 mL de reactivo de acido acético glacial.

Cuando se esta evaluando el deterioro oxidativo de un aceite, se
calcula también el valor Totox, mostrado en la Tabla 36.

TV = (2-PV) + AV
Siendo:
PV: Indice de per6xidos expresado en meq O,/Kg

AV: indice de p-anisidina
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RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1. Preparacion de la disolucion madre de f3-caroteno.

Se preparan 50 mL de disolucién de aceite con B-caroteno para cada tipo de
aceite de oliva a los que se le realizan diferentes ensayos. Las disoluciones, se
preparan a partir del f-caroteno comercial, que se tiene en viales conservados en
atmosfera de argon.

Para calcular que cantidad de p-caroteno necesaria, se sabe que la concentracién
tiene que ser de 0,083 mg/mL. (Dato justificado en el apartado 3.2.1.)

mg x(mL)-3.27_7

L
0.083 — = m
mL (50 + x)

x = 1.3mL de [ — caroteno en 50 mL de aceite de oliva.

Como son 4 muestras aceites, se necesitan en total 5.2 mL de B-caroteno.
Para preparar los 5.2 mL (se redondea a 6 mL) de disolucion de B-caroteno de
concentracion 3.27 mg/mL, se calcula qué cantidad de antioxidante del vial hay

que coger. (Figura 12. Izquierda vy centro)

mg mg
3.27—-(6mL +x) =273 —-x
mlL mlL

x =73 uL de  — caroteno del vial comprado

El volumen de B-caroteno calculado, es decir, 73ul, se pasa de unidades de
volumen a unidades de masa ya que, es conocida su densidad, que es la del aceite,
debido a que el B-caroteno comercial, se obtuvo comercialmente diluido en aceite,

por ello su densidad es 0.91g/mL.

m=p-V=O.91%-0.073mL=0.066g
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Finalmente la disolucion tendra 6 mL de aceite picual y 66 mg de -caroteno del

vial. (Figura 12. Derecha)

Figura 12.Vial de B-caroteno (izquierda) y disolucion de B-caroteno en aceite
picual (derecha)

Por ultimo, se recalcula la concentracion de la disolucion de 3-caroteno teniendo

en cuenta la masa real de B-caroteno que se ha pesado.

MB-caroteno™= 0.0671 ¢
p=0.91 g/mL
[vial B-caroteno] = 273 mg/mL

m  0.0671g

V=—=————=20.0737 mL f — caroteno
p 091g/mL

m
[disol] - (6 + 0.0737)mL = 273 _i 0.0737 mL
m

m
[disol] = 3.31 —“Z disolucién de B — caroteno
m
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Atmosfera de argon

Al tubo de disolucion de p-caroteno y al vial de B-caroteno madre se les trata
con gas argon para generar atmosfera inerte y evitar la oxidacion. Como se aprecia
en la Figura 13 con dos agujas en el septum, se introduce por una de ellas argén

mientras que por la otra sale el oxigeno del interior del tubo y del vial.

Figura 13.Atmosfera de argon en tubo de disolucion y vial.

4.2. Preparacion de disoluciones de analisis quimico.

-Disolucion etan6lica KOH 0.1M, 250 mL

Se calculan los gramos de KOH de pureza 85% necesarios y se ensara en un
matraz de 250 mL con etanol.
g puros 100 g impuros

mol
0.1T -0.250 L-56.11 = 1.65 g KOH

mol 85 g puros

-Disolucién acuosa Kl

En un tubo se ponen 14 g de KI con 10 mL de agua destilada y se filtran.
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-Disolucién acuosa de tiosulfato sddico 0.01N

A) Solucion patrén 0.1 mol/L

mol g
0.1—-0.250L-248.18—— =6.2¢g
L mol

Se ponen 6.2 gramos de tiosulfato sédico en un matraz de 250 mL y se enrasa

con agua destilada.
B) Dilucion
Diluir a 100 mL llevando 10 mL de la disolucién anterior a 90 mL de agua

destilada

-Almidoén de concentracion 10 g/L

Se disuelven 0.25 g de almidon soluble en un matraz de 25 mL y se diluye con

agua hirviendo.

-Fenolftaleina

Para preparar fenolftaleina de 10 g/L en etanol se ponen 0.5 g de fenolftaleina en

un matraz de 50 mL y se enrasa con etanol

Preparacion de aceites de oliva enriquecidos en p-caroteno.

Se preparan 4 tubos “falcon” con 4 aceites de oliva diferentes, cada tubo, como

se muestra en la Figura 14, contiene un volumen de aceite de 50 mL.
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Figura 14.Tubos falcon de aceite de oliva enriquecidos con B-caroteno.

La concentracion que se desea es de 0.083 mg/mL, se calcula cuantos mililitros
de disolucion de B-caroteno (Apartadao 4.1), hay que poner para alcanzar esa
concentracion.

mg

0083 — = ———-+
mL (50 + x)

x = 1.29 mL de 8 — caroteno en 50 mL de aceite

A cada tubo, que contiene 50 mL de aceite de oliva, hay que afiadirle 1.29 mL
de disolucion de B-caroteno para alcanzar una concentracion de 0.083 mg/mL.
4.4. Preparacion de aceites de girasol enriquecidos.
El aceite de girasol, s6lo se va a utilizar para el ensayo de degradacion en cabina

con luz ultravioleta, por lo tanto, se calcula qué cantidad de disolucion de B-

caroteno hay que poner en cada cubeta de con 14 mL de aceite de girasol.
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El aceite de girasol se enriquece para tener una disolucién 20 veces inferior a la
del aceite de oliva.(Justificado en el apartado 3.2.2.2.).
Por tanto se necesita una concentracion de 0.00415 mg/mL

mg x-0.167 9

mL
0.00415 =
mL (14 + x)

x = 0.357 mL = 357 uL de B — caroteno en cada cubeta.

En cada cubeta, con 14 mL de aceite de girasol, se ponen 357 pL de disolucion
de B-caroteno.
Se recalcula la concentracion ya que, por precision, se toman 360ul de B-

caroteno.

0.360 mL - 0.167 29
m

L_n
14 mL + 0.360 mL

myg

[cubeta de aceite de girasol] = 0.00418
m

Finalmente la concentracion de cada cubeta de aceite de girasol enriquecido es
0.00418 mg/mL.

4.5. Curvas de colorimetria.
La experiencia referida a las curvas de colorimetria comienza con la preparacion
de la muestra, se preparan 14 mL de aceite en una cubeta. Progresivamente se va

afladiendo B-caroteno de 20 en 20 pL, se homogeniza la muestra y se toman las

medidas para obtener una evolucion de valores de AE*ab.
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45.1. Curvas de colorimetria de aceites de oliva.

Las Tablas 2, 3, 4 v 5 recogen los parametros colorimétricos de 4 aceites de

oliva diferentes, 3 de ellos de variedad picual y de los cuales 1 es virgen, mientras

que los otros 2, son virgenes extra y otro de variedad hojiblanca.

En las Figuras 15, 16, 17 v 18, se aprecia la evolucion del color del aceite a

medida que la cantidad de B-caroteno afiadida aumenta, de manera que, el color

verde del aceite pasa progresivamente a un tono anaranjado.

Aceite de oliva virgen “Acecasa”

Tabla 2.Pardmetros colorimétricos de la evolucion del color del aceite de oliva virgen
Acecasa en funcion del antioxidante anadido; [B-caroteno]= 3.27 mg/mL. ul= microlitros
afadidos.

Volumen

de B-

caroteno
Nombre datos afadido  L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
Aceite de Oliva Acecasa
+0ul (0) 0 83,63 3,64 121,01 ------
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (20) 20 81,42 7,55 126,08 6,78
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (40) 40 79,7 12,21 129,52 12,71
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (60) 60 77,7 15,73 128,34 15,33
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (80) 80 76,98 1856 128,12 17,81
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (100) 100 75,74 20,57 126,71 19,53
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (120) 120 75,46 22,45 126,75 21,3
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (140) 140 74,16 24,07 124,88 22,84
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (140)* 140 74,27 24,13 125,09 22,89
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (140)** 140 74,32 24,15 125,23 2291
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (160) 160 72,9 25,65 123,1 24 57
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Aceite de Oliva Acecasa

+ 20 ul (180) 180 725 26,67 122,62 25,63
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (200) 200 71,72 28,1 121,62 27,21
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (220) 220 70,99 29,2 120,7 28,52
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (240) 240 71,16 30,32 120,92 29,45
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (260) 260 69,66 30,81 118,55 30,65
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (280) 280 68,25 31,34 116,29 32,03
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (300) 300 68,26 32,07 116,42 32,64
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (320) 320 67,35 3251 114,92 33,7
Aceite de Oliva Acecasa
+ 20 ul (340) 340 66,69 32,86 113,88 34,52
Aceite de Oliva Acecasa
+ 25 ul (365) 365 66,38 33,52 113,49 35,31

Figura 15.Evolucién en las cubetas con aceite de oliva virgen Acecasa; de izquierda a
derecha sin antioxidante, con 100, 200 y 365 ul, respectivamente de antioxidante; [ -
Caroteno]= 3.27 mg/mL.

Aceite de oliva virgen extra “Lencina”

Tabla 3.Pardmetros colorimétricos de la evolucion del color del aceite de oliva virgen extra
Lencina con antioxidante anadido; [-caroteno]= 3.27 mg/mL.

Volumen

Nombre datos B- L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
caroteno
afadido

Aceite de Oliva

"Lencina" 0 85,32 2,82 1152 ------
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Aceite de Oliva

"Lencina" + 20 ul (20) 20 82,9 8,46 127,1 13,38
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (40) 40 79,71 15,63 130,94 21,04
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (60) 60 77,54 18,64 128,86 22,3
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (80) 80 77,35 22,06 129,39 25,2
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (100) 100 76,08 23,7 127,73 26,04
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (120) 120 74,68 26,05 126,09 27,77
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (140) 140 74,15 27,81 125,32 29,18
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (160) 160 73,22 29,05 123,98 30,19
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (180) 180 73,34 30,61 124,48 31,64
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (200) 200 72,35 31,29 122,93 32,23
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (220) 220 71,17 32,22 121,07 33,14
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (240) 240 70,94 32,84 120,79 33,75
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (260) 260 70,23 33,32 119,65 34,32
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (280) 280 69,46 33,96 118,38 35,08
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (300) 300 68,91 34,72 117,49 35,94
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (320) 320 68,88 35,45 117,66 36,61
Aceite de Oliva
"Lencina" + 20 ul (340) 340 68,23 35,81 116,42 37,17
Aceite de Oliva
"Lencina" + 25 ul (365) 365 67,62 36,4 115,59 37,95
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Figura 16.Progresion de cubetas con aceite de oliva virgen extra Lencina; sin antioxidante,
con 100, 200 y 365 ul, respectivamente de antioxidante; [ -Caroteno]= 3.27 mg/mL.

Aceite de oliva virgen extra “Hojiblanca”

Tabla 4.Pardmetros colorimétricos de la evolucion del color del aceite de oliva virgen extra
Hojiblanca con antioxidante afiadido; [(-caroteno]= 3.27 mg/mL.

Volumen

B_

caroteno
Nombre datos afadido L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 0 ul (0) 0 88,89 0,29 103,78 ------
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 0 ul (0) 0 88,89 0,29 103,81 0,03
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (20) 20 85,68 7,24 123,07 20,75
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (40) 40 83,26 12,33 131,93 31,13
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (60) 60 82,02 15,65 133,71 34,33
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (80) 80 80,46 18,47 132,6 35,1
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (100) 100 80,5 20,91 133,71 37,3
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (120) 120 79,73 23 133,07 38,17
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (140) 140 79,05 24,35 132,37 38,64
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (160) 160 77,82 25,15 130,43 38,09
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (180) 180 77,63 26,05 130,28 38,63
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (200) 200 76,87 27,12 129,5 39,06
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Aceite Oliva V.Extra

Hojiblanca + 20 ul (220) 220 75,67 27,87 127,63 38,78
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (240) 240 77,04 29,31 129,98 40,85
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (260) 260 75,81 30,13 128,15 40,68
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (280) 280 75,31 30,95 127,43 41,03
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (300) 300 75,07 31,77 127,21 41,6
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (320) 320 73,91 32,34 125,39 41,45
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 20 ul (340) 340 73,58 33,07 124,9 41,88
Aceite Oliva V.Extra
Hojiblanca + 25 ul (365) 365 71,93 33,36 122,33 41,53

Figura 17.Progresion de cubetas con aceite de oliva virgen extra Hojiblanca; sin
antioxidante, con 100, 200 y 365 ul, respectivamente de antioxidante; [p -Caroteno]= 3.27
mg/mL.

Aceite de oliva virgen extra “Seforio del Rey”

Tabla 5.Pardmetros colorimétricos de la evolucion del color del aceite de oliva virgen extra
Sefiorio del Rey con antioxidante afiadido; [[3-caroteno]= 3.27 mg/mL.

Volumen
de B- * * * *
Nombre datos caroteno L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
afadido
AOVE Sefiorio del Rey +
0 ul (0) 0 87,38 0,13 102,83 ------
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (20) 20 84,91 6,61 121,36 19,79
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AOVE Sefiorio del Rey +

20 ul (40) 40 83,26 11,09 130,67 30,2
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (60) 60 81,81 14,52 132,96 33,85
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (80) 80 80,74 17,14 132,88 35,16
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (100) 100 80,33 19,58 133,12 36,68
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (120) 120 78,85 20,81 131,19 36,12
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (140) 140 79,41 22,71 132,73 38,31
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (160) 160 77,96 24,06 130,63 37,87
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (180) 180 77,53 25,17 130,18 38,37
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (200) 200 77,21 26,45 129,87 39,08
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (220) 220 75,66 27,46 127,6 38,7
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (240) 240 74,91 28,29 126,5 38,84
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (260) 260 74,29 29,01 125,58 39,02
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (260)* 260 74,36 29,04 125,66 39,07
AOVE Seiiorio del Rey +
20 ul (260)** 260 74,43 29,06 125,73 39,1
AOVE Seiiorio del Rey +
20 ul (280) 280 73,79 29,78 124,85 39,35
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (300) 300 73,67 30,52 124,82 39,94
AOVE Sefiorio del Rey +
20 ul (320) 320 73,43 32,03 124,67 41,1
AOVE Seiiorio del Rey +
20 ul (340) 340 73,17 32,61 124,27 41,44
AOVE Sefiorio del Rey +
25 ul (365) 365 72,95 33,38 123,96 41,95
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Figura 18.Progresion de cubetas con aceite de oliva virgen extra Sefiorio del Rey; sin
antioxidante, con 100, 200 y 365 pl, respectivamente de antioxidante; [ -Caroteno]= 3.27
mg/mL.

La Figura 19 muestra las 4 curvas de colorimetria de los 4 aceites de oliva estudiados.

Ensayo de colorimetria. Aceites de Oliva

enriquecidos con B-caroteno []= 3.27 mg/ml
45

40

35

/
i /’/v
/

—e— Lencina

x 25
Q0
Y / —e— Acecasa
< 20
—e— Hojiblanca
15
—e— Sefiorio del Rey
5
0
0 100 200 300 400

Volumen de B-caroteno afiadido

Figura 19.Variacion del color en aceites de oliva con antioxidante afiadido; [[3-caroteno]=
3,27 mg/mL.
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Como se puede apreciar, siguen tendencias muy parecidas. Su AE*ab
empieza a estabilizarse hasta alcanzar un color estable como muestra la Figura
11.

El AOV Acecasa es el que presenta menor variacion del color, y los
AOVES Hojiblanca y Sefiorio del Rey los que mas variacién de color
presentan. Para este ensayo se han anadido hasta 365 uL de B-caroteno con
aceite de oliva picual de forma que al consumir dichos aceites la ingesta de

carotenoides fuese de 3 mg.
4.5.2. Curvas de colorimetria de aceites de girasol.

Las Tablas 6, 7, 8 v 9 recogen los parametros colorimétricos de 4 aceites de

girasol diferentes.

En las Figuras 20, 21, 22 v 23, se aprecia la evolucion del color del aceite a

medida que la cantidad de B-caroteno afiadida aumenta, de manera que, el
color amarillento casi transparente del aceite de girasol pasa progresivamente

a un tono amarillo anaranjado.

Aceite de girasol “Abaco Sol”

Tabla 6.Pardmetros colorimétricos de la evolucion del color del aceite de girasol Abaco Sol
con antioxidante anadido; [B-caroteno]= 0.167 mg/mL.

Volumen
Nombre datos 2B L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
caroteno
afiadido
Aceite girasol Abaco + 0
ul (0) 0 99,44 -1,73 6,84 ------
Aceite girasol Abaco +
Oul (0) 0 99,44 -1,72 6,84 0,01
Aceite girasol Abaco +
20ul (20) 20 97,58 -1,02 15,89 9,27
Aceite girasol Abaco +
20ul (40) 40 96,09 -0,26 25,55 19,07
Aceite girasol Abaco +
20ul (60) 60 95,59 035 32,72 26,24
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Aceite girasol Abaco +

20ul (80) 80 94,72 1,04 40,3 33,9
Aceite girasol Abaco +
20ul (100) 100 94,3 1,54 45,09 38,73
Aceite girasol Abaco +
20ul (120) 120 93,85 2,1 50,78 44,45
Aceite girasol Abaco +
20ul (140) 140 92,98 2,84 57,09 50,87
Aceite girasol Abaco +
20ul (140)* 140 92,99 284 57,11 50,88
Aceite girasol Abaco +
20ul (140)** 140 93 2,84 57,11 50,89
Aceite girasol Abaco +
20ul (160) 160 92,22 3,36 61,68 55,54
Aceite girasol Abaco +
20ul (180) 180 92,13 3,93 67,04 60,91
Aceite girasol Abaco +
20ul (200) 200 91,95 4,43 71,17 65,05
Aceite girasol Abaco +
20ul (220) 220 91,62 4,89 74,79 68,71
Aceite girasol Abaco +
20ul (240) 240 91,13 54 78,96 72,95
Aceite girasol Abaco +
20ul (260) 260 90,01 5,88 82,19 76,31
Aceite girasol Abaco +
20ul (280) 280 90,41 6,31 86,46 80,53
Aceite girasol Abaco +
20ul (300) 300 89,59 6,75 89,48 83,65
Aceite girasol Abaco +
20ul (320) 320 89,65 7,2 92,59 86,77
Aceite girasol Abaco +
20ul (340) 340 89,13 7,63 95,75 89,99
Aceite girasol Abaco +
20ul (365) 360 88,7 8,07 98,43 92,74

Figura 20.Progresion de cubetas con aceite de girasol Abaco Sol; sin antioxidante, con 100,
200 y 365 ul, respectivamente de antioxidante; [ -Caroteno]= 0.167 mg/mL.
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Aceite de girasol “Ondosol” ‘

Tabla 7.Parametros colorimétricos de la evolucion del color del aceite de girasol Ondosol
con antioxidante anadido; [[3-caroteno]= 0.167 mg/mL.

Volumen
Nombre datos B- L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
caroteno
afladido
Aceite ondosol + 0 ul
Bcarot (0) 0 99,44 -1,44 6,24 ------
Aceite ondosol + 3 ul
Bcarot (3) 3 99,22 -1,3 7,87 1,65
Aceite ondosol + 3 ul
Bcarot (6) 6 99,09 -1,25 8,73 2,52
Aceite ondosol + 3 ul
Bcarot (9) 9 98,56 -1,03 12,34 6,18
Aceite ondosol + 3 ul
Bcarot (12) 12 98,28 -0,88 14,31 8,17
Aceite ondosol + 3 ul
Bcarot (15) 15 97,57 -0,51 19,66 13,58
Aceite ondosol + 3 ul
Bcarot (18) 18 97,2 -0,31 22,24 16,2
Aceite ondosol + 3 ul
Bcarot (21) 21 97 -0,17 23,73 17,71
Aceite ondosol + 3 ul
Bcarot (24) 24 96,83 0 24,51 18,51
Aceite ondosol + 6 ul
Bcarot (30) 30 96,31 0,27 28,44 22,49
Aceite ondosol + 10 ul
Bcarot (40) 40 95,6 0,73 34,57 28,67
Aceite ondosol + 10 ul
Bcarot (50) 50 95,15 1,12 38,49 32,64
Aceite ondosol + 20 ul
Bcarot (70) 70 94,37 1,76 45,18 39,39
Aceite ondosol + 20 ul
Bcarot (90) 90 93,77 2,3 50,86 45,14
Aceite ondosol + 20 ul
Bcarot (110) 110 93,25 2,76 55,84 50,16
Aceite ondosol + 20 ul
Bcarot (130) 130 92,78 3,3 60,79 55,16
Aceite ondosol + 20 ul
Bcarot (150) 150 92,18 4,1 66,78 61,22
Aceite ondosol + 20 ul 170 91,51 4,73 71,95 66,47
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Bcarot (170)

Aceite ondosol + 20 ul

Bcarot (190) 190 91,08 521 75,87 70,44
Aceite ondosol + 20 ul

Bcarot (210) 210 90,74 5,66 79,52 74,14
Aceite ondosol + 20 ul

Bcarot (230) 230 90,52 6 82,26 76,9
Aceite ondosol + 20 ul

Bcarot (250) 250 90,03 6,31 84,75 79,45
Aceite ondosol + 20 ul

Bcarot (270) 270 89,81 6,77 88,56 83,28
Aceite ondosol + 20 ul

Bcarot (290) 290 89,41 7,24 91,93 86,71
Aceite ondosol + 20 ul

Bcarot (320) 320 89,22 7,53 94,14 88,94
Aceite ondosol + 20 ul

Bcarot (340) 340 88,94 7,96 97,2 92,05
Aceite ondosol + 20 ul

Bcarot (360) 360 88,85 8,38 100,48 95,34
Aceite ondosol + 20 ul

Bcarot (365) 365 88,97 8,61 102,16 97,01

Figura 21.Progresion de cubetas con aceite de girasol Ondosol; sin antioxidante, con 100,
200y 365 ul, respectivamente de antioxidante; [ -Caroteno]=0.167 mg/mL.
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Aceite de girasol “Auchan”

Tabla 8.Parametros colorimétricos de la evolucion del color del aceite de girasol Auchan
con antioxidante afiadido; [[3-caroteno]= 0.167 mg/mL.

Volumen
Nombre datos ag";‘dé‘f'o L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
caroteno

Aceite girasol Auchan +
0 ul (0) 0 99,64 -1,38 515 ------
Aceite girasol Auchan +
20 ul (20) 20 98,64 -0,99 10,95 59
Aceite girasol Auchan +
20 ul (40) 40 97,82 -0,6 17,03 12,05
Aceite girasol Auchan +
20 ul (60) 60 96,77 -0,04 24,73 19,83
Aceite girasol Auchan +
20 ul (80) 80 95,3 0,93 36,25 31,48
Aceite girasol Auchan +
20 ul (80)* 80 95,34 0,94 36,28 31,5
Aceite girasol Auchan +
20 ul (80)** 80 95,36 0,94 36,28 31,51
Aceite girasol Auchan +
20 ul (100) 100 94,8 1,32 40,56 35,84
Aceite girasol Auchan +
20 ul (120) 120 93,98 2 48,04 43,39
Aceite girasol Auchan +
20 ul (140) 140 93,43 2,53 53,65 49,05
Aceite girasol Auchan +
20 ul (160) 160 92,9 3,03 58,56 54,01
Aceite girasol Auchan +
20 ul (180) 180 92,15 3,54 63,27 58,8
Aceite girasol Auchan +
20 ul (200) 200 91,64 4,07 67,99 63,58
Aceite girasol Auchan +
20 ul (220) 220 91,24 4,51 71,7 67,34
Aceite girasol Auchan +
20 ul (240) 240 90,82 4,93 75,17 70,85
Aceite girasol Auchan +
20 ul (260) 260 90,1 5,64 80,78 76,55
Aceite girasol Auchan +
20 ul (280) 280 89,9 6,03 84,01 79,8
Aceite girasol Auchan +
20 ul (300) 300 89,77 6,46 87,62 83,42
Aceite girasol Auchan +
20 ul (320) 320 89,37 6,91 90,91 86,77
Aceite girasol Auchan + 340 89,11 7,44 94,83 90,73
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20 ul (340)

Aceite girasol Auchan +
25 ul (365) 365 89,06 7,92 98,21 94,12

Figura 22.Progresion de cubetas con aceite de girasol Auchan; sin antioxidante, con 100,
200 y 365 ul, respectivamente de antioxidante; [ -Caroteno]=0.167 mg/mL.

Aceite de girasol “Coosol”

Tabla 9.Parametros colorimétricos de la evolucion del color del aceite de girasol Coosol
con antioxidante anadido; [[3-caroteno]= 0,167 mg/mL.

Volumen
B-
Nombre datos caroteno L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
afiadido
Aceite girasol Coosol +
0 ul (0) 0 99,67 -1,24 46 ------
Aceite girasol Coosol +
0 ul (0) 0 99,7 -1,24 4,59 0,03
Aceite girasol Coosol +
20 ul (20) 20 98,83 -0,94 8,99 4,48
Aceite girasol Coosol +
20 ul (40) 40 97,69 -0,52 15 10,62
Aceite girasol Coosol +
20 ul (60) 60 96,95 -0,1 20,81 16,48
Aceite girasol Coosol +
20 ul (80) 80 96,21 0,25 2571 21,44
Aceite girasol Coosol +
20 ul (100) 100 95,65 0,67 30,99 26,76
Aceite girasol Coosol +
20 ul (120) 120 94,55 14 3954 35,42
Aceite girasol Coosol +
20 ul (140) 140 93,69 1,89 45,28 41,24
Aceite girasol Coosol +
20 ul (160) 160 93,1 2,45 51,29 47,3
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Aceite girasol Coosol +

20 ul (180) 180 92,67 2,88 5524 51,29
Aceite girasol Coosol +
20 ul (200) 200 92,33 341 60,51 56,58
Aceite girasol Coosol +
20 ul (220) 220 91,09 392 64,74 60,97
Aceite girasol Coosol +
20 ul (240) 240 91,19 441 69,49 65,69
Aceite girasol Coosol +
20 ul (260) 260 90,42 487 73,26 69,55
Aceite girasol Coosol +
20 ul (260)* 260 90,55 487 73,33 69,61
Aceite girasol Coosol +
20 ul (260)** 260 90,67 488 7341 69,67
Aceite girasol Coosol +
20 ul (280) 280 90,11 531 76,83 73,16
Aceite girasol Coosol +
20 ul (300) 300 90,09 573 80,48 76,81
Aceite girasol Coosol +
20 ul (320) 320 89,69 6,07 83,22 79,59
Aceite girasol Coosol +
20 ul (340) 340 89,52 6,69 88,15 84,54
Aceite girasol Coosol +
20 ul (365) 360 88,12 7,14 90,79 87,37

Figura 23.Progresion de cubetas con aceite de girasol Coosol; sin antioxidante, con 100,
200y 365 ul, respectivamente de antioxidante; [ -Caroteno]=0.167 mg/mL.
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Ensayo de colorimetria. Aceites de Girasol

enriquecidos con B-caroteno []= 0,167 mg/ml
100

—e— Abaco

Sol
—e— Auchan

AEab*

Coosol

—e— Ondosol

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Volumen de B-caroteno aitadido

Figura 24.Variacion del color en aceites de girasol con antioxidante afiadido; [-caroteno]=
0.167 mg/mL.

En la Figura 24, se muestran las 4 curvas de colorimetria de los 4 aceites de girasol
ensayados. Igual que en el caso de los aceites de oliva, se ha afiadido un volumen de -
caroteno de hasta 365 uL. De los cuatro aceites el aceite de girasol Ondosol es el que
menor variacion presenta, es decir, su variacion de color es menor. Este fendbmeno es

atribuible a que inicialmente tuviera algo méas de color que el resto.

Ninguno de los 4 aceites de girasol ensayados se llega a estabilizar, como es el caso de
los aceites de oliva, la tendencia que siguen es creciente, ya que la AE*ab siempre sigue

creciente.
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4.6. Termo-estabilidad. Estabilidad frente a la temperatura.

Los cambios quimicos que se producen en aceites suelen estar provocados
por variables como la exposicion a la luz, la temperatura y el transcurso del
tiempo desde que se ha obtenido el aceite.

Todos estos cambios los podemos medir siguiendo el proceso de cambio de
color de los aceites, ya que hay una estrecha relacion entre los estas

alteraciones quimicas y la variacion de color (Limon et al.,2015).

Teniendo en cuenta esto, se realiza un seguimiento en que se evalta el color
de los aceites, su degradacion frente a la exposicion a temperatura (termo-
estabilidad).

Para la realizacion de este experimento, en primer lugar se preparan las
muestras de aceites en tubos de vidrio con un volumen de aceite de 17 mL.
Cada tubo de manera individual se coloca dentro de un vaso de precipitados, y
se introduce en un microondas comun a una potencia de 700W. En los
primeros 5 minutos se calienta de uno en uno, después de 5 minutos en 5
minutos. Entre intervalo e intervalo de tiempo calentando, el tubo se mete en
otro vaso de precipitados con agua fria, para enfriar. Una vez frio el aceite, se
vierte a una cubeta de plastico y se mide el color en el espectrocolorimetro.
Cuando se finaliza la medida se devuelve el aceite al tubo de cristal y se repite
la operacion siendo la exposicion a la radiacion de microondas acumulativa.
El experimento finaliza cuando se alcance un total de 40 minutos de radiacion

por cada tubo de aceite.
Las medidas que se representan para cada muestra del mismo aceite son:

una con antioxidante y otra sin antioxidante. En total se han evaluado 8 aceites

diferentes, de los cuales, 4 son aceites de oliva y 4 aceites de girasol.
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4.6.1. Termo-estabilidad por microondas: AOVEs enriquecidos y AOVEs sin

enriquecer.

En este apartado, se han estudiado 4 aceites de oliva diferentes de la
cosecha de 2019 para conocer la influencia del antioxidante en la estabilidad
del aceite. De los 4 aceites analizados, 3 son Aceites de Oliva Virgen Extra
(“Lencina”, “Sefiorio del Rey” y “Hojiblanca”) y uno es Aceite de Oliva
Virgen (“Acecasa”). Los aceites de oliva “Acecasa” y “Lencina” proceden de
Castilla- La Mancha, “Sefiorio del Rey” de Baeza (Jaén) y el de “Hojiblanca”
de Cérdoba, siendo este Gltimo de variedad Hojiblanca y los otros 3 de

variedad Picual.

Aceite de oliva virgen “Acecasa”

En las Tablas 10 y 11 se muestran los resultados obtenidos para el AOV “Acecasa” de

variedad Picual con antioxidante y sin antioxidante.

Tabla 10.Parametros colorimétricos de la evolucion de la degradacion del color del AOV
Acecasa con antioxidante afiadido; Microondas, 700 W durante 40 min.

AOV ACECASA (CON ANTIOXIDANTE)

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
AOV ACECASA (min) 72,26 28,72 122,53 ------
0 72,37 28,66 122,77 0,08
1 71,93 31,88 122,42 0,45
2 72,2 31,63 122,74 0,54
3 72,31 31,41 123,03 0,74
4 71,92 31,81 122,39 0,47
5 72 31,66 122,52 0,27
10 75,12 25,68 126,65 4,81
15 76,43 23,43 128,14 7,43
20 76,29 23,81 127,9 8,32
25 77,01 22,65 128,96 9,01
30 77,25 22,18 129,24 10,62
35 77,94 20,82 129,83 12,17
40 77,41 21,96 129,5 10,99
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Tabla 11.Parametros colorimétricos de la evolucién de la degradacién del color del AOV
Acecasa sin antioxidante; Microondas, 700 W durante 40 min.

AOV ACECASA (SIN ANTIOXIDANTE)

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
AOV Acecasa (min) 83,69 3,35 120,92 ------
0 83,69 3,35 120,84 0,27
1 83,63 3,62 121,28 3,18
2 83,67 3,65 121,36 2,82
3 83,62 3,78 12151 2,74
4 83,71 3,57 121,34 3,11
5 83,77 35 121,13 2,95
10 83,9 294 116,13 5,87
15 84,18 2,25 113,59 8,77
20 84,66 0,86 110,77 10,5
25 84,28 2,1 112,02 10,04
30 84,55 1,39 109,77 11,35
35 84,72 1,06 108,47 12,7
40 84,58 1,64 108,57 12,5

En la Figura 25 se muestra la comparativa de la degradacion de color del aceite

“Acecasa” enriquecido y sin enriquecer.

Ensayo de degradacion con microondas.
AOV "ACECASA"

14

: /’\ﬁ
* 8
o)
] /
a s —e— Sin B-caroteno
4 / —e— Con B-caroteno
0 10 20 30 40 50
Tiempo, min

Figura 25.Variacion del color del AOV Acecasa con y sin antioxidante afiadido; 700W
durante 40 min; [B-caroteno]= 3.27 mg/mL.
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Aceite de oliva virgen extra “Lencina”

En las tablas 12 y 13 se muestran los resultados obtenidos para el AOVE “Lencina” de

variedad Picual con antioxidante y sin antioxidante.

Tabla 12.Pardmetros colorimétricos de la evolucion de la degradacion del color del AOVE
Lencina con antioxidante afiadido; Microondas, 700 W durante 40 min.

AOVE LENCINA (CON ANTIOXIDANTE)

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
AOVE Lencina (min) 73,59 31,72 124,97 ------
0 73,61 31,73 124,93 0,05
1 74,09 31,54 125,74 0,93
2 74,09 31,47 125,8 1
3 74,12 31,49 125,93 1,12
4 74,29 31,21 126,01 1,36
5 74,22 31,26 125,9 1,22
10 77,27 25,14 129,75 8,93
15 77,39 25 129,9 9,16
20 77,67 24,46 130,19 9,83
25 77,66 25,03 130,25 9,44
30 79,82 19,93 132.35 15,24
35 79,93 19,71 132,33 15,45
40 79,96 19,58 132,33 15,56

Tabla 13.Pardmetros colorimétricos de la evolucién de la degradacion del color del AOVE
Lencina sin antioxidante afiadido; Microondas, 700 W durante 40 min.

AOVE LENCINA (SIN ANTIOXIDANTE

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
AOVE Lencina (min) 85,32 288 115,67 ---—---
0 85,32 2,87 115,78 0,11
1 85,75 1,81 114,14 1,91
2 85,55 2,24 114,45 1,39
3 85,76 2,26 114,68 1,24
4 85,73 2,22 114,67 1,27
5 85,73 2,21 114,66 1,27
10 86,48 0,18 103,64 12,38
15 86,6 0,13 99,38 16,57
20 87,01 -0,96 95,96 20,14
25 86,9 -0,49 94,55 21,45
30 87,54 -2,07 88,31 27,89
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35 87,72 -2,21 82,99 33,15
40 87,81 -2,38 81,86 34,3

En la Figura 26 se muestra la comparativa de la degradacion de color del aceite

“Lencina” enriquecido y sin enriquecer.

AEab*
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Figura 26.Variacion del color del AOVE Lencina con y sin antioxidante afiadido; 700W
durante 40 min; [B-caroteno]= 3.27 mg/mL.

Aceite de oliva virgen extra “Hojiblanca”

En las tablas 14 v 15 se muestran los resultados obtenidos para el AOVE “Hojiblanca”

de variedad Hojiblanca con antioxidante y sin antioxidante.
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Tabla 14.Parametros colorimétricos de la evolucion de la degradacion del color del AOVE
Hojiblanca con antioxidante afiadido; Microondas, 700 W durante 40 min.

AOVE HOJIBLANCA (CON ANTIOXIDANTE)

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)

AOVE HOJIBLANCA (min) 75,94 32,77 128,78 ------
0 75,94 32,78 128,84 0,06
1 76,25 32,34 1291 0,61
2 76,52 31,8 129,56 1,38
3 76,49 31,84 129,42 1,26
4 76,68 31,49 129,67 1,72
5 76,84 31,18 129,78 2,08
10 79,8 2456 133,26 10,12
15 79,83 2445 133,25 10,21
20 80,47 23,11 133,83 11,8
25 80,87 22,22 134,12 12,8
30 81,12 21,63 134,22 13,44
35 80,95 21,92 134,29 13,16
40 81,14 215 134,36 13,6

Tabla 15.Parametros colorimétricos de la evolucién de la degradacion del color del AOVE
Hojiblanca sin antioxidante afiadido; Microondas, 700 W durante 40 min.

AOVE HOJIBLANCA (SIN ANTIOXIDANTE)

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)

AOVE Hojiblanca (min) 89,03 0,07 103,2 ------
0 89,04 0,07 103,23 0,04
1 89,1 -0,09 102,98 0,28
2 89,5 -0,85 102,13 1,48
3 89,51 -1 101,8 1,82
4 89,52 -0,86 102 1,59
5 89,43 -0,72 102,19 1,34
10 89,9 -2,37 95,43 8,19
15 90,47 -3,83 90,92 12,96
20 90,71 -3,82 84,52 19,15
25 90,83 -4,13 82,27 21,42
30 91,21 -5 79,53 24,3
35 91,04 -4,58 78,57 25,14
40 91,18 -4,89 76,82 26,92

En la Figura 27 se muestra la comparativa de la degradacién de color del aceite

“Hojiblanca” enriquecido y sin enriquecer.
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Ensayo de degradacion con microondas.
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Figura 27.Variacion del color del AOVE Hojiblanca con y sin antioxidante afiadido; 700W
durante 40 min; [B-caroteno]= 3.27 mg/mL.

Aceite de oliva virgen extra “Sefiorio del Rey”

En las tablas 16 y 17 se muestran los resultados obtenidos para el AOVE “Sefiorio del

Rey” de variedad Picual con antioxidante y sin antioxidante.

Tabla 16.Pardmetros colorimétricos de la evolucién de la degradacion del color del AOVE
Sefiorio del Rey con antioxidante afiadido; Microondas, 700 W durante 40 min.

AOVE SENORIO DEL REY (CON ANTIOXIDANTE)

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
AOVE Sefiorio del Rey (min) 14,77 31,73 126,83 --—----

0 74,8 31,74 127,02 0,19

1 75,29 31,73 127,57 0,9

2 75,26 31,81 127,63 0,94

3 75,42 31,47 127,85 1,24

4 7544 31,44 12793 1,32

5 75,48 31,41 127,96 1,37

10 78,67 23,99 13154 9,86

15 78,42 245 131,36 9,29

20 78,27 24,76 131,2 8,94

25 78,34 24,53 131,2 9,15
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30 78,65 23,94 131,53 9,89
35 78,84 2354 131,71 10,37
40 79,12 23,67 131,95 11,98

Tabla 17.Parametros colorimétricos de la evolucién de la degradacion del color del AOVE
Sefiorio del Rey sin antioxidante afiadido; Microondas, 700 W durante 40 min.

AOVE SENORIO DEDL REY (SIN ANTIOXIDANTE

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
AOVE Sefiorio del Rey (min) 87,78 0,2 103,5 ------

0 87,78 0,2 103,44 0,06

1 87,93 -0,1 103,14 0,48

2 87,9 -0,04 103,18 0,42

3 87,9 -0,04 103,27 0,35

4 87,71 0,47 103,97 0,55

5 87,78 0,29 103,77 0,29

10 87,91 -1,12 98,92 4,77

15 87,62 -0,08 97,52 5,98

20 88,49 -2,52 86,75 16,98

25 89,04 -3,97 83,08 20,88

30 8883 -3,69 83,1 20,79

35 88,74 -3,29 83,1 20,72

40 88,89 -3,76 81,46 22,42

En la Figura 28 se muestra la comparativa de la degradacion de color del aceite

“Sefiorio del Rey” enriquecido y sin enriquecer.
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Ensayo de degradacion con microondas.
AOVE "Senorio del Rey"

25
0 m/

15 /
/ / —o—Sin B-caroteno
10 T

/ j/ —e— Con B-caroteno
5

0 10 20 30 40 50

Tiempo, min

Aeab*

Figura 28.Variacion del color del AOVE Sefiorio del Rey con y sin antioxidante afadido;
700W durante 40 min; [B-caroteno]= 3.27 mg/mL.

En la Figura 25 se observa como el aceite que no esta enriquecido sufre una variacién
de color mayor que el que esta enriquecido con antioxidante. Por lo tanto, el antioxidante

mejora la estabilidad de los aceites, es decir, alarga su vida util.

En la Figura 26 se observa claramente la mejoria en la estabilidad del aceite que esta
enriquecido, solapandose las curvas de degradacion durante los 5 primeros minutos, tras
los cuales, el aceite sin antioxidante muestra una degradacion muy por encima a la del

aceite que contiene el antioxidante.

En la Figura 27 durante los primeros 5 minutos las dos curvas de degradacion, con
antioxidante y sin antioxidante, se solapan. Cuando el aceite con antioxidante lleva 10
minutos sometido a la radiacion por microondas, su degradacion en mayor que la del aceite
sin antioxidante. Pasados 15 minutos de radiacion microondas, el aceite sin antioxidante se
degrada maés, mientras que el que contiene antioxidante se queda practicamente estable
hasta alcanzar los 40 minutos de radiacion.
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En la Figura 28 se repite el mismo caso que en la grafica anterior, correspondiente al
aceite de oliva “Hojiblanca”. Ambas curvas se solapan durante los primeros 5 minutos,
después se cruzan, hasta que pasados los primeros 15 minutos de exposicidon a la radiacion
de microondas, se percibe como se estd degradando mas el aceite con antioxidante que sin
él. Finalmente, la curva sin antioxidante queda muy por encima de la que tiene

antioxidante. El aceite con antioxidante queda estable.
4.6.2. Termo-estabilidad por microondas: Aceites de Girasol enriquecidos y

aceites de girasol sin enriquecer.

En este apartado se han estudiado 4 aceites de girasol diferentes para conocer

la influencia del antioxidante en la estabilidad del aceite.

Aceite de girasol “Abaco Sol”

En las tablas 18 v 19 se muestran los resultados obtenidos para el aceite de girasol

“Abaco Sol” con antioxidante y sin antioxidante.

Tabla 18.Parametros colorimétricos de la evolucidn de la degradacion del color del aceite
de girasol Abaco Sol con antioxidante afiadido; Microondas, 640 W durante 40 min.

ACEITE DE GIRASOL ABACO SOL (CON ANTIOXIDANTE)

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
Aceite de girasol ABACO SOL (min) 92,43 3,44 68,12 ------

0 92,42 344 68,21 0,09

1 92,17 3,87 70,99 2,91

2 92,1 3,99 71,74 3,67

3 92,14 3,78 72,03 3,94

4 92,07 3,97 72,19 4,12

5 92,07 3,98 72,18 4,11

10 92,6 2,16 70,36 2,59

15 92,9 1,19 69,54 2,7

20 92,8 1,53 69,65 2,47

25 92,95 1,02 69,49 2,83

30 92,78 1,57 69,66 2,45

35 93,02 0,79 69,27 2,94

40 93,12 0,49 69,06 3,17
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Tabla 19.Parametros colorimétricos de la evolucidn de la degradacion del color del aceite
de girasol Abaco Sol sin antioxidante afiadido; Microondas, 640 W durante 40 min.

ACEITE DE GIRASOL ABACO SOL (SIN ANTIOXIDANTE

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
AOV ABACO SOL (min) 99,56 -1,84 2
0 99,56 -1,84 7,27 0,01
1 99,61 -1,81 7,19 0,09
2 99,59 -1,82 7,27 0,03
3 99,57 -1,82 7,27 0,02
4 99,57 -1,81 7,26 0,03
5 99,59 -1,8 7,23 0,07
10 99,57 -1,81 7,29 0,03
15 99,56 -1,81 7,27 0,03
20 99,52 -1,82 7,32 0,07
25 99,52 -1,83 7,37 0,1
30 99,52 -1,82 7,35 0,09
35 99,54 -1,8 7,28 0,04
40 99,55 -1,81 7,29 0,04

En la Figura 29 se muestra la comparativa de la degradacion de color del aceite “Abaco

Sol” enriquecido y sin enriquecer.
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Degradacion en microondas. Aceite de girasol
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Figura 29.Variacion del color del aceite de girasol Abaco Sol con y sin antioxidante
anadido; 640W durante 40 min; [B-caroteno]= 0.167 mg/mL.

Aceite de girasol “Auchan”

En las tablas 20 y 21 se muestran los resultados obtenidos para el aceite de girasol

“Auchan” con antioxidante y sin antioxidante.

Tabla 20.Pardametros colorimétricos de la evolucion de la degradacion del color del aceite
de girasol Auchan con antioxidante afiadido; Microondas, 640 W durante 40 min.

ACEITE GIRASOL AUCHAN (CON ANTIOXIDANTE

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)

Aceite girasol AUCHAN (min) 93,5 2,34 56,09 ------
0 93,49 2,35 56,19 0,1
1 93,55 2,12 56,78 0,73
2 93,47 2,31 57,21 1,12
3 93,44 2,37 57,35 1,26
4 93,41 2,46 57,36 1,27
5 93,62 1,81 57,21 1,24
10 93,53 2,1 57,1 1,03
15 93,59 1,93 56,84 0,86
20 93,61 1,89 56,75 0,81
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25 93,76 1,4 56,31 1
30 93,86 1,08 56,15 1,31
35 93,83 1,18 56,16 1,21
40 94 0,67 55,71 1,79

Tabla 21.Pardmetros colorimétricos de la evolucidn de la degradacion del color del aceite
de girasol Auchan sin antioxidante afiadido; Microondas, 640 W durante 40 min.

ACEITE DE GIRASOL (SIN ANTIOXIDANTE

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)

Aceite girasol AUCHAN (min) 99,72 -1,56 586 ------
0 99,72 -1,56 5,86 0
1 99,73 -1,55 5,84 0,02
2 99,73 -1,53 5,82 0,05
3 99,74 -1,52 5,8 0,08
4 99,72 -1,53 5,84 0,03
5 99,72 -1,53 5,83 0,04
10 99,71 -1,55 591 0,06
15 99,71 -1,55 5,94 0,08
20 99,71 -1,54 5,93 0,07
25 99,71 -1,55 5,98 0,12
30 99,71 -1,54 5,92 0,07
35 99,69 -1,57 6,01 0,16
40 99,69 -1,56 5,99 0,14

En la Figura 30 se muestra la comparativa de la degradacion de color del aceite

“Auchan” enriquecido y sin enriquecer.
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Degradacion en microondas. Aceite girasol
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Figura 30.Variacion del color del aceite de girasol Auchan con y sin antioxidante afiadido;
640W durante 40 min; [B-caroteno]= 0.167 mg/mL.

Aceite de girasol “Coosol”

En las tablas 22 v 23 se muestran los resultados obtenidos para el aceite de girasol

“Coosol” con antioxidante y sin antioxidante.

Tabla 22.Parametros colorimétricos de la evolucion de la degradacion del color del aceite
de girasol Coosol con antioxidante afiadido; Microondas, 640 W durante 40 min.

ACEITE DE GIRASOL COOSOL (CON ANTIOXIDANTE

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)

Aceite girasol COOSOL (min) 94,01 2,25 50,9 ------
0 94,05 2,2 50,5 0,41
1 93,51 2,55 56,53 5,65
2 93,55 2,33 56,87 5,98
3 93,48 2,51 57,2 6,32
4 93,44 2,58 57,16 6,3
5 93,48 2,43 57,13 6,25
10 93,88 1,31 55,78 4,97
15 93,92 1,17 55,61 4,83
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20 93,92 1,19 55,65 4,87
25 93,93 1,15 55,62 4,85
30 S gl 1 55,45 4,72
35 94,32 0,02 54,64 4,36
40 94,29 0,11 54,54 4,23

Tabla 23.Parametros colorimétricos de la evolucidn de la degradacion del color del aceite
de girasol Coosol sin antioxidante afiadido; Microondas, 640 W durante 40 min.

ACEITE DE GIRASOL COOSOL (SIN ANTIOXIDANTE

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)

Aceite girasol COOSOL (min) 99,8 -1,35 509 ------
0 99,8 -1,35 5,09 0
1 99,82 -1,34 5,05 0,04
2 99,82 -1,33 5,06 0,04
3 99,8 -1,34 51 0,01
4 99,82 -1,31 5,03 0,07
5 99,83 -1,31 5,01 0,1
10 99,79 -1,34 5,15 0,07
15 99,8 -1,35 5,16 0,08
20 99,81 -1,34 5,15 0,06
25 99,81 -1,34 5,15 0,07
30 99,82 -1,33 5,15 0,07
35 99,79 -1,35 5,19 0,11
40 99,76 -1,35 5,25 0,17

En la Figura 31 se muestra la comparativa de la degradacion de color del aceite

“Coosol” enriquecido y sin enriquecer.
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Degradacion en microondas. Aceite de girasol
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Figura 31.Variacion del color del aceite de girasol Coosol con y sin antioxidante afiadido;
640W durante 40 min; [B-caroteno]= 0.167 mg/mL.

Aceite de girasol “Ondosol”

En las tablas 24 y 25 se muestran los resultados obtenidos para el aceite de girasol

“Ondosol” con antioxidante y sin antioxidante.

Tabla 24.Pardametros colorimétricos de la evolucion de la degradacion del color del aceite
de girasol Ondosol con antioxidante afiadido; Microondas, 640 W durante 40 min.

ACEITE DE GIRASOL ONDOSOL (CON ANTIOXIDANTE

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)

Aceite girasol ONDOSOL (min) 93,25 2,7 54,1 ------
0 93,25 2,7 54,06 0,04
1 92,77 3,02 60,06 5,98
2 92,86 2,79 59,64 5,56
3 92,87 2,69 59,82 5,73
4 92,75 3,08 59,86 5,79
5 92,92 2,5 59,73 5,64
10 92,86 2,52 59,27 5,19
15 92,69 3,11 59,24 5,19
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20 93,55 1,01 57,31 3,64
25 93,7 0,57 57,2 3,78
30 93,81 0,36 56,97 3,75
35 93,91 0,05 56,81 3,85
40 93,9 0,16 56,7 3,7

Tabla 25.Parametros colorimétricos de la evolucidn de la degradacion del color del aceite
de girasol Ondosol sin antioxidante afiadido; Microondas, 640 W durante 40 min.

ACEITE DE GIRASOL ONDOSOL (SIN ANTIOXIDANTE

Nombre datos L*(D65) a*(D65) b*(D65) dE*ab(D65)
Aceite girasol ONDOSOL (min) 99,63 -1,31 552 ------
0 99,63 -1,32 5,53 0,01
1 99,68 -1,32 55 0,06
2 99,69 -1,31 5,47 0,08
3 99,71 -1,3 5,44 0,11
4 99,69 -1,31 5,48 0,07
5 99,67 -1,32 5,51 0,05
10 99,65 -1,43 5,91 0,41
15 99,65 -1,41 591 0,4
20 99,65 -1,41 5,91 04
25 99,66 -1,42 5,93 0,43
30 99,63 -1,43 6 0,5
35 99,66 -1,41 5,94 0,43
40 99,65 -1,41 5,95 0,44

En la Figura 32 se muestra la comparativa de la degradacion de color del aceite

“Ondosol” enriquecido y sin enriquecer.
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Degradacion en microondas. Aceite de girasol
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Figura 32.Variacion del color del aceite de girasol Ondosol con y sin antioxidante afiadido;
640W durante 40 min; [B-caroteno]= 0.167 mg/mL.

Las 4 graficas siguen la misma tendencia. Cuando se mide la variacién del color en un
aceite de girasol, se parte de aceites practicamente transparentes, esto por tanto, es la razén
de que los aceites de girasol sin antioxidante a penas sufren degradacion de color después

de estar sometidos a radiacion microondas durante 40 minutos.

En el caso de los aceites de girasol enriquecidos, cuando se pone el antioxidante, el
aceite pasa a un color rojo ladrillo intenso, por lo tanto la variacion de color es mayor
aunque pasados los 10 minutos de radiacion, tiende a estabilizarse la variacion del color.
Excepto en el caso del aceite de girasol “Auchan”, que no llega a estabilizarse, si no, que

su degradacion tiene tendencia a aumentar.
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4.7. Foto-estabilidad. Estabilidad frente a la radiacion UV.

Este experimento se ha llevado a cabo en una cabina de luz UV. El objetivo de
utilizar dicha cabina es acelerar el proceso de degradacion del aceite, ya que la luz
natural es menos agresiva que la radiacion ultravioleta y debido a la escasez de

tiempo, se utiliza la luz UV.

Las muestras se han preparado directamente en cubetas de plastico, donde
posteriormente se tomaran las medidas. La capacidad de las cubetas es de 14 mL.
Las cubetas han sido caracterizadas previamente. Las cubetas que contienen
aceites de oliva con antioxidante mantienen la misma concentracion empleada en
experiencias anteriores, 0.083 mg/mL, anadiendo 365 pL de disolucién de p-
caroteno. Las cubetas que contienen los aceites de girasol con antioxidante tienen
una concentracion 20 veces menor que las de los aceites de oliva, es decir, 0.00418

mg/mL, afiadiendo también un volumen de 365 uL.

Las cubetas se han introducido en la cabina de luz UV durante 60 dias y se han

ido tomando medidas cada 3-4 dias aproximadamente.
4.7.1. Foto-estabilidad: AOVEs enriquecidos y AOVES sin enriquecer.

En las Tabla 26 se representan los datos para los 4 aceites de oliva,
enriquecidos con B-caroteno y sin enriquecer.
Los datos de la tabla corresponden a la variacion de color, AE*ab, que se
obtiene por comparacion con el aceite original, para cada dia que se han

tomado medidas.
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Tabla 26.Parametros colorimétricos de la evolucion de la degradacion del color del aceite
de oliva con y sin antioxidante afiadido durante 60 dias; [B-caroteno]= 3.27 mg/mL.

LENCINA HOJIBLANCA ACECASA SENORIO DEL REY
A(SIN) | A" (CON) | B(SIN) | B'(CON) | C(SIN) | C'(CON) | D(SIN) | D' (CON)

0,08 0,04 0,01 0,04 0,04 0,19 0,01 0
1,36 0,31 1,32 0,41 0,82 0,16 0,79 0,39
2,15 0,43 2,3 0,38 1,26 0,43 1,74 0,31
3,32 0,69 3138 0,75 1,64 0,76 2,64 0,63
5,56 1,42 6,22 1,4 3,07 1,32 5,19 1,12
7,91 1,86 8,44 1,81 4,45 1,81 7,19 1,58
9,39 2,34 9,82 2,27 o 2,17 8,65 1,94
12,5 2,99 12,71 2,93 7,22 2,81 11,58 2,52
15,56 3,82 15,54 3,61 9,29 3,61 14,39 3,15
20,36 4,72 19,8 4,59 12,82 4,46 18,39 4,02
24,98 5,87 24,11 5,65 16,96 5,61 22,53 5
30,4 6,92 29 6,59 21,42 6,58 27,06 5,92
36,24 7,97 33,27 7,54 25,47 7,51 30,91 6,84
48,54 gl 41,93 8,86 34,33 8,99 38,9 8,12
90,04 14,26 66,43 12,77 60,92 13,01 61,68 11,89
104,78 17,28 83,12 14,94 80,18 15,45 76,56 13,96
108,33 19,15 90,17 16,25 90,93 16,92 84,48 151

En las Figuras 33 v 34 se muestras todos los aceites de oliva que se han utilizado en el

experimento de foto-estabilidad antes de comenzar a aplicar radiacion y después de 60 dias

de experimento.

En todos los aceites utilizados, las diferencias de color son notables, siendo los mas

destacables los aceites A, B y D, ya que tras 60 dias son practicamente transparentes. Los

aceites que mayor degradacién han sufrido corresponden a los aceites de oliva Virgen

Extra.
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Figura 33.Color de los aceites de oliva ensayados en foto-estabilidad antes de comenzar el
experimento.

Figura 34.Color de los aceites de oliva ensayados en foto-estabilidad después de 60 dias de
radiacion UV.

En la Figura 35, se comparan las curvas de variacion de color de los 4 aceites de oliva
estudiados, siendo las curvas, que se sitdan en la parte inferior, A’, B, C’ y D’ las
correspondientes a los aceites de oliva enriquecidos, y las curvas, de la parte superior, A,

B, C y D las correspondientes a los aceites de oliva sin enriquecer.

Los aceites que no contienen B-caroteno comienzan a sufrir una mayor variacion de
color a partir de los 10 dias de exposicion en la cabina. Los 4 muestran comportamientos
similares hasta los 30 dias de exposicion, después, las diferencias de comportamiento

empiezan a ser visibles, siendo el aceite A el que mayor variacion de color presenta.

Los aceites que contienen B-caroteno, muestran a los largo de los 60 dias un
comportamiento similar entre ellos. Pasados los 20 dias dentro de la cabina, la variacion de
color comienza a ser mayor aunque es muy pequefia en comparacion con los aceites que no
se han tratado. Por tanto, se llega a concluir que los aceites que han sido expuestos a
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radiacion ultravioleta en la cabina, y que contienen B-caroteno, son mas estables, con lo

que, su vida util es mayor que la de los aceites que no contienen [3-caroteno.

Evolucion del color en aceite de oliva en
cabina ultravioleta

120

100 /.

/ —o—A (sin)
80 // —e—A' (con)
B (si
60 y —o— B (sin)
—e—B'(con)
/// —e—C(sin)
40

dEab*

= o)
0 / ot
/ D' (con)
0 OO0==
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo, dias

Figura 35.Variacion del color del aceite de oliva con y sin antioxidante afiadido; 60 dias;
[B-caroteno]= 3.27 mg/mL.

4.7.2. Foto-estabilidad: Aceites de Girasol enriquecidos y aceites de girasol sin

enriquecer.

En la Tabla 27 se representan los datos para los 4 aceites de girasol, enriquecidos con 3-

caroteno y sin enriquecer.

Los datos de la tabla corresponden a la variacion de color, AE*ab, que se obtiene por

comparacion con el aceite original, para cada dia que se han tomado medidas.
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Tabla 27.Parametros colorimétricos de la evolucién de la degradacion del color del aceite
de girasol con y sin antioxidante afiadido durante 60 dias; [[3-caroteno]= 0.167 mg/mL.

ONDOSOL

E (SIN) |E'(CON)

0,01 0,03 0 0,01 0 0,02 0,01 0,01

1,66 2,41 1,69 4,8 0,92 3,36 1,26 2,25

1,88 1,44 1,78 5,39 1,14 3,27 1,38 1,52

2,05 0,69 2,27 4,65 1,61 2,64 1,65 0,84

2,38 1,42 2,76 2,98 2,4 0,98 2,11 0,73

2,49 3,03 2,89 1,61 2,72 0,45 2,37 2,05

2,6 4,38 3,09 0,55 3,02 1,53 2,63 2,89

2,74 6,89 8 1,54 3,46 3,52 2,93 4,76

2,8 9,48 3,55 3,01 3,71 5,2 3,05 6,68

2,84 13,13 3,69 6,16 4,04 7,99 3,18 AL

2,84 17,04 3,74 9,4 4,2 10,69 3,23 11,68

2,84 21,85 3,76 12,81 4,33 13,43 3,26 14,27

2,81 26,92 3,77 15,85 4,41 15,74 3,28 16,52

2,83 38,79 3,79 23,75 4,53 20,6 3,31 22,1

2,93 54,88 4,04 47,51 4,82 39,21 3,49 38,78

2,98 56,67 4,22 Hgest 4,99 47,74 3,65 43,29

3 56,98 4,29 54,62 5,08 51 3,72 44,25

En las Figuras 36 v 37 se muestras todos los aceites de girasol que se han utilizado en el

experimento de foto-estabilidad, antes de comenzar a aplicar radiaciéon y después de 60

dias de experimento.
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En todos los aceites utilizados las diferencias de color son notables, siendo los mas

destacables los aceites E, F y H, ya que tras 60 dias son practicamente transparentes.

Figura 36.Color de los aceites de girasol ensayados en foto-estabilidad antes de comenzar
el experimento.

Figura 37.Color de los aceites de girasol ensayados en foto-estabilidad después de 60 dias
de radiacion UV.

En la Figura 38 se comparan las curvas de variacion de color de los 4 aceites de girasol
estudiados, siendo las curvas E’, F’, G’ y H’, situadas en la parte superior, las
correspondientes a los aceites de girasol enriquecidos, y las curvas E, F, G y H, situadas en

la parte inferior, las correspondientes a los aceites de girasol sin enriquecer.

En este ensayo de foto-estabilidad con aceites de girasol, el objetivo es estudiar la
degradacion de color que sufren dichos aceites, siendo estudiados cuando no contienen

ningiin antioxidante y habiéndoles afiadido un antioxidante, el f-caroteno.

En el caso de los aceites que no llevan antioxidante, se inicia la experiencia teniendo

aceites practicamente incoloros, esto provoca que la degradacion de color a penas sea
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notable. La degradacion a lo largo de 60 dias de exposicion en cabina ultravioleta es muy

estable.

Por el contrario, los aceites de girasol a los que se les han afiadido un antioxidante,
inician la experiencia siendo de un color anaranjado, propio del B-caroteno. Como se ha
mencionado con anterioridad, la variacion de color, AE*ab, se calcula a lo largo de los 60
dias de exposicion por comparacion con el aceite original. El aceite original con el que se

compara es el aceite del dia 0 de experimento al que se le ha afiadido antioxidante.

Por tanto, como en este caso, si se parte de aceites que tienen color, y es la razén de que
en la Figura 38 se muestre una mayor degradacion con respecto a los aceites de girasol sin

antioxidante.

Evolucion del color en aceites de girasol en
cabina ultravioleta

40 "

/ —o— E' (con)

/ // —o—F (sin)
30

—eo—F'(con)
20 / / —e— G (sin)

—o—G'(con)

60

dEab*

10 H (sin)
H' (con)

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo, dias

Figura 38.Variacion del color del aceite de girasol con y sin antioxidante afiadido; 60 dias;
[B-caroteno]=0.167 mg/mL.
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4.8. Anélisis quimico.

Se realiza un andlisis quimico de los 4 aceites de oliva utilizados en las
experiencias anteriores para determinar su indice de acidez, absorbancia, indice de
p-anisidina e indice de perdxidos.

Ademas, se pueden contrastar los comportamientos de degradacion obtenidos de
cada aceite de oliva con los resultados obtenidos del anlisis quimico, de manera
que se pueda determinar si existe relacion entre la composicion del aceite y la

facilidad con la que éste se degrada.
4.8.1. Indice de acidez de aceites de oliva.

Este experimento se lleva a cabo para determinar los acidos grasos libres en
los aceites de oliva. Los acidos grasos libres se expresan mediante la acidez
calculada como el porcentaje de &cido oleico.

Su determinacion se lleva a cabo siguiendo el Reglamento (CEE) n° 2568/91

de la comisidn 11 de julio de 1991 mencionado en apartados anteriores.
4.8.1.1. indice de acidez de aceites de oliva sin enriquecer.
Se prepara una disolucién etanodlica de KOH 0,1M. Dicha disolucion

se deja decantar durante 5 dias, ya que se observaron sélidos en la

disolucion. Tras dejar decantar, se desecha la parte que contiene sélidos.

CONTRASTE

Se contrasta la disolucion etandlica de KOH.
En un matraz erlenmeyer se ponen 0.2 g de acido benzdico, 50 mL de
cloroformo, 1 mL de etanol y 5-6 gotas de fenolftaleina. Se agita, y se valora

con la disolucion de KOH 0.1M, obteniéndose los siguientes resultados.

La molaridad de la disolucion se calcula con la ecuacion:
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g acido benzoico
/ Py, acido benzoico

M =

V gastado KOH (L)

g acido benzoico
Pwm acido benzoico (g/mol)

V gastado KOH (ml)
Pm KOH (g/mol)

En la Figura 39 se muestra a la derecha la disolucién de KOH antes de ser
contrastada, y a la izquierda, la disolucion de KOH una vez ha sido
contrastada. La valoraciéon acaba cuando la disolucion pasa de ser incolora a

estar turbia.

Figura 39.Disoluciéon de KOH antes (izquierda) y después (derecha) de contrastar.

MEDIDA INDICE DE ACIDEZ

Se toman 10 g de muestra de aceite y se disuelven con una mezcla de 25 mL de
éter dietilicoy 25 mL de etanol, para a continuacion valorar con la disolucion de
KOH, de la que se obtiene el volumen gastado de KOH. Se utiliza timolftaleina

como indicador.
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El indice de acidez se calcula mediante la ecuacién:

Siendo:

V: volumen gastado de KOH

Grado de acidez =

Pm: Peso molecular de &cido oleico

10-m

C: Concentracioén exacta de la disolucion de KOH

m: Masa de la muestra, en gramos.
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Los resultados obtenidos para aceites de oliva sin enriquecer se muestran en la
Tabla 28:

Tabla 28.Datos para la determinacion del indice de acidez de diferentes aceites de oliva sin

enriquecer.
Masa | V gastado | Grado acidez | Media Grado indice
aceite (g) | KOH (ml) (X medida) acidez Desviacion | acidez
AOVE 10 0.95 0257184 | 51318061 |0,019791057| 024*
HOJIBLANCA | 10,04 0,85 0,229195219 ’ ' 0,02
AOVE 10,08 0,95 0,255142857 0,261857143 | 0,009495434 0,26 £
LENCINA 10,08 1 0,268571429 0,01
AOV 10 0.85 0230112 ' 5303580 |0,009724387| 222 %
ACECASA 10,01 0,8 0,21635964 ’ ' 0,01
AOVE 10,09 0,7 0,187813677 0.20 +
SENORIO 0,195123189 | 0,010337212 O 01‘
DEL REY 10,03 0,75 0,202432702 ’

Los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites establecidos en el

Reglamento anteriormente mencionado, es decir, su indice de acidez es < 0,8.

La Figura 40 compara la muestra de aceite sin enriquecer antes de valorar y

después de valorar, cuando se alcanza el punto de equivalencia y la disolucion

vira de amarillo a verde botella.
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Figura 40.Aceite de oliva sin enriquecer antes de valorar (izquierda) y aceite de oliva
después de valorar (derecha).

4.8.1.2. indice de acidez de aceites de oliva enriquecidos.

El procedimiento que se lleva a cabo es el mismo que en el apartado anterior.

En esta experiencia, los aceites utilizados estan enriquecidos con -caroteno.

La disolucion de KOH se contrasta, obteniendo los siguientes resultados:

CONTRASTE

g &cido benzoico
Pm &cido benzoico (g/mol)

V gastado KOH (ml)
Pm KOH (g/mol)
M (exacta)

La molaridad es inferior a la obtenida cuando se contrasta para realizar el

ensayo a los aceites de oliva sin enriquecer, esto se puede deber a que se realizo
este ensayo en diferentes dias.

MEDIDA INDICE DE ACIDEZ

Los resultados obtenidos para aceites de oliva enriquecidos se muestran en la
Tabla 29:
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Tabla 29.Datos para la determinacion del indice de acidez de diferentes aceites de oliva
enriquecidos.

6,848 0,6 0,212488318 0205273728 | 0,01020297 0,21 +
7,102 0,58 0,198059138 0,01

AOVE 8,156 0,8 0,237881314 0.241561449 | 00052045 0,24 £
LENCINA 8,109 0,82 0,245241583 0,005

9,996 0,75 0,181962785 0176989984 | 0.0070326 0,18 +

10,01 0,71 0,172017183 0,007

Ao 0153

SENORIO 7,132 0,45 0,153020191 | 0,147090163 | 0,00838632 0,008

DEL REY 7,044 0,41 0,141160136 '

Los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites establecidos por la
CEE, son <0,8, luego, siguen siendo AOVE los enriquecidos. También, se
observa con este experimento que el contenido en acidos grasos en los aceites

enriquecidos es menor que en los aceites sin enriquecer.

En la Figura 41, se muestran las muestras de aceite enriquecido antes de
valorar y después de valorar cuando se alcanza el punto de equivalencia. El punto

de equivalencia se alcanza cuando la disolucion vira de amarillo anaranjado a

verde olivo.

Figura 41.Aceite de oliva enriquecido antes de valorar (izquierda) y aceite de oliva después
de valorar (derecha).
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4.8.2. indice de peroxidos de aceites de oliva.

El indice de peroxidos determina la cantidad de perdxidos en la muestra que
ocasionan la oxidacion del yoduro potasico.
Se realiza este experimento siguiendo el Reglamento (CEE) n° 2016/1784 de la

comision de 30 de septiembre de 2016.
4.8.2.1. Indice de perdxidos de aceites de oliva sin enriquecer.

Se prepara una disolucion acuosa de Kl y una disolucion acuosa de
tiosulfato sodico 0,01 N y como indicador almidén. El indice de

perdxidos se calcula mediante la ecuacion:

_ V-N-1000
B P

1.P

Siendo:
V: Volumen gastado de tiosulfato
N: Normalidad del toisulfato 0.01N

P: Masa de aceite pesado

Tras valorar las muestras sin enriquecer con tiosulfato, los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 30.

Tabla 30.Datos para la determinacion del indice de peréxidos de diferentes aceites de oliva
sin enriquecer.

M \
aceite | gastado N
(9) (mL) |tiosulfato I.P I.P (media) | Desviacién I.P (final)
AOVE 2,015 1,8 8,9330025
LENCINA 2,013 1,9 9,4386488 |9,197994755| 0,253700233| 9,2+0,25
2,006 1,85 9,222333
2,029 2,55 12,567767
AOVE 1,999 2,45 001 12,256128|12,28182841|0,273994284 | 12,28 +0,27
HOJIBLANCA : ’ ’ ’ e
2,038 2,45 12,02159
AOVE 2,018 1,6 7,9286422 |8,103115431|0,244553654 | 8,10 +0,24
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2,028 1,7 8,382643

2,063 1,65 7,9980611

AOV 2,044 2,7 13,209393
ACECASA 2,022 2,85 14,094955| 13,79744566 | 0,509280155| 13,80 +£0,51

2,023 2,85 14,087988

Los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites establecidos en el

reglamento anteriormente mencionado, es decir, <20.

En la Figura 42 se muestra la muestra de aceite sin enriquecer antes de valorar y
después de valorar, una vez se alcanza el punto de equivalencia cuando vira de color

morado a incoloro.

Figura 42.Aceite de oliva sin enriquecer antes de valorar (izquierda) y aceite de oliva
después de valorar (derecha).

4.8.2.2. Indice de peroxidos de aceites de oliva enriquecidos.

Se sigue el mismo procedimiento que en el apartado anterior, siendo
las muestras de aceites de oliva enriquecidas con -caroteno.
Tras valorar las muestras enriquecidas con tiosulfato, los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 31.

97



Ula

Universidad
de Jaén

Tabla 31.Datos para la determinacion del indice de peréxidos de diferentes aceites de oliva

enriquecidos.

M \
aceite | gastado N I.P
(9) (mL) | tiosulfato I.P (media) Desviacion I.P (final)
AOVE 2,004 1,65 8,23353293
LENCINA 2,046 1,65/ 0,01 8,06451613|8,52219538 | 0,65185206 | 8,52 +0,65
1,996 1,85 9,26853707
AOVE 1,988 2,5 12,5754527
HOJIBLANCA 2,004 26| 0,01 12,9740519|12,6296967 | 0,3206926 12,63 +0,32
2,026 2,5 12,3395854
AOVE 1,991 1,75 8,78955299
SENORIO 2,006 1,8/ 0,01 8,97308076|9,08438108 | 0,36349116 | 9,08 +0,36
DEL REY 2,002 1,9 9,49050949
A 1,992 33 16,5662651
ACECASA 1,997 35| 0,01 17,5262894 | 16,8313817| 0,60741423 | 16,83 +0,61
2,012 3,3 16,4015905

Los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites

reglamento anteriormente mencionado, es decir, <20.

establecidos en el

Los resultados obtenidos en esta experiencia, con aceites de oliva enriquecidos, son mas

elevados que los obtenidos en el apartado 4.8.2.1., donde los aceites de oliva no contienen

antioxidante.

Respecto a los datos obtenidos de ambas experiencias, se concluye que, mediante la

adicion de antioxidantes, el indice de peroxidos sigue dentro de los limites establecidos.

En la Figura 43 se muestra la muestra de aceite enriquecidos antes de valorar y después

de valorar una vez se alcanza el punto de equivalencia.
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Figura 43.Aceite de oliva enriquecidos antes de valorar (izquierda) y aceite de oliva
después de valorar (derecha).

4.8.3. Prueba espectrofométrica en el ultravioleta de aceites de oliva.

La prueba espectrofotométrica en el ultravioleta puede proporcionar
indicaciones sobre la calidad de la materia grasa, su estado de conservacion y
las modificaciones inducidas en ella por los procesos tecnoldgicos. Los
valores de estas absorciones se expresan convencionalmente como K
(coeficiente de extincion). Este experimento se lleva a cabo siguiendo el
Reglamento (CEE) del 4 de diciembre de 2016.

4.8.3.1. Prueba espectrofométrica en el ultravioleta de aceites de oliva

sin enriquecer.

Para esta experiencia se preparan dos matraces de diferente
concentracion para cada tipo de aceite.
Para el primer matraz, se toman 0.1 g de muestra de aceite de oliva sin
enriquecer y se disuelven en un matraz de 10 mL con isoctano. Se mide
la absorbancia a longitudes de onda de 270 nm y a longitudes de onda de
266 nm y 274 nm para calcular la variacion de la extincion especifica

(AK).
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Para el segundo matraz, la absorbancia se va a medir a una longitud de
onda de 232 nm, por tanto, se toman 0.02 g de muestra y se diluyen en

un matraz con 10 mL de isoctano.

El coeficiente de extincién a diversas longitudes de onda se calcula

mediante la ecuacioén:

Siendo:

K,.: extincion especifica a la longitud de onda A
E,: extincion medida a la longitud de onda A

C: concentracion de la solucion g/100mL

S: longitud de paso de la cubeta de cuarzo en cm

La variacion del valor absoluto de la extincién (AK), se define como:

Klm—él» + Klm+4>

AK=|K —(
m 2

Donde Km es la extincion especifica a la longitud de onda de maxima

absorcion, a 270 nm.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 32:

Tabla 32.Datos para la determinacion de la absorbancia de diferentes aceites de oliva sin

enriquecer.
A (232 | A(270 |A (266 | A (274
nm) nm) | nm) nm) | K270 | K266 | K274 | K232 | AK
Aceite Oliva Virgen
Extra LENCINA 0,546| 0,247, 0,213 0,233| 0,17 0,15| 0,16 2,26 0,01
Aceite Oliva Virgen
ACECASA 0,626| 0,132| 0,148 0,131 0,12 0,13| 0,12| 2,66| 0,005
Aceite Oliva Virgen
Extra HOJIBLANCA | 0,584 0,2| 0,186 0,202| 0,18 0,17| 0,18 2,35| 0,005
Aceite Oliva Virgen
Extra SENORIO DEL
REY 0,485| 0,142, 0,15 0,142, 0,12 0,13| 0,12, 1,72 0,005
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Los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites establecidos por
la CEE. Es decir, K3, <250, Ky79 <0,22 ¢ AK<0,01.

La Figura 44 muestra los matraces que contienen las muestras de aceite
diluidas con isoctano (izquierda y centro), y la cubeta con el blanco (derecha).

Figura 44.Matraces con las muestras de aceites sin enriquecer (izquierda y centro) y cubeta
del blanco (derecha)

4.8.3.2. Prueba espectrofométrica en el ultravioleta de aceites de oliva

enriquecidos.

Se sigue el mismo procedimiento que en el apartado anterior, estando
el aceite de oliva enriquecido con 3-caroteno.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 32:

Tabla 33.Datos para la determinacion de la absorbancia de diferentes
aceites de oliva enriquecidos.

Aceite Oliva Virgen
ACECASA

0,485 0,248, 0,251, 0,238| 0,21| 0,21 0,2 1,87 0,005

0,494| 0,189 0,199, 0,183 0,17| 0,18 0,16] 1,98 0
0,464| 0,237| 0,236| 0,231 0,22| 0,22| 0,21, 2,16| 0,005
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Aceite Oliva Virgen
Extra SENORIO
DEL REY 0,457| 0,206| 0,214 0,2 0,19| 0,19| 0,18 1,89| 0,005

Los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites
establecidos por la CEE. Es decir, Kz3, <250, K270 <0,22 ¢ AK<0,01.

Comparando los resultados obtenidos en aceites enriquecidos y sin
enriquecer, el Ky3, es mayor en aceites no enriquecidos, mientras que el

Ka70 €s mayor en aceites enriquecidos, el AK es igual en todos los casos.

Se concluye, que la adicion de antioxidante en aceites de oliva sigue
manteniendo los coeficientes de extincion dentro de los limites

establecidos.

La Figura 45 muestra los matraces que contienen las muestras de

aceite con B-caroteno diluidas con isoctano y la cubeta con el blanco.

Figura 45.Matraces con las muestras de aceites enriquecidos.
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4.8.4. Indice de p-anisidina de aceite de oliva

El método para la determinacién de anisidina en aceites y grasas de tipo
animal mide la cantidad de aldehidos presentes (principalmente aldehidos a,

B-insaturados.

Esta experiencia se lleva a cabo siguiendo la norma espafiola UNE-EN 1SO
6885 de junio de 2016 de AENOR.

Se preparan las siguientes disoluciones:

- Disolucion de andlisis con 1 g de muestra aproximadamente y disuelve
con isoctano en matraz de 25 mL.

- Disolucion de p-anisidina, 0.061g de p-anisidina en un matraz de 25
mL enrasado con acido acético.

- Negro; compuesto por 5 mL de isoctano y 1 mL de p-anisidina, y

llevado a la oscuridad durante 8 minutos.
Se mide la absorbancia del negro, siendo esta A(negro) = 0.005.

Se mide la absorbancia de la disolucion de p-anisidina, esta debe ser menor

de 0.2, de lo contrario hay que repetir la disolucion. A(p-anisidina) = 0.044.
Para medir el blanco se utiliza isoctano a una longitud de onda de 350 nm.

Para calcular el indice de p-anisidina, se preparan con la disolucion de
andlisis anteriormente preparada, una disolucion para analisis que reacciona y

una disolucién para analisis que no reacciona.

La disolucién de analisis que reacciona se compone de 5 mL de disolucion
de analisis y 1 mL de disolucion de p-anisidina, después se lleva a oscuridad

durante 10 min y se mide su absorbancia.

La disolucién de analisis que no reacciona se compone de 5 mL de
disolucion de analisis y 1 mL de acido acético, se lleva también a oscuridad

durante 10 minutos y se mide su absorbancia.
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Para calcular el indice de p-anisidina se tiene la siguiente ecuacion:

po00-ev [1.2 (A1 — A2 — A0)]

Siendo:
V: Volumen en el que se disuelve la muestra para analisis
m: Masa de la muestra para analisis

Q: Contenido de muestra de la disolucién medida en gramos por mililitro
(Q=0,01 g/mL)

AQ: Absorbancia de la disolucion para analisis sin reaccionar
Al: Absorbancia de la disolucién para analisis que ha reaccionado
A2: Absorbancia del blanco

1.2: Factor de correccion para la dilucion de la solucién para andlisis con 1

mL de reactivo de acido acético glacial.

Cuando se estd evaluando el deterioro oxidativo de un aceite, se calcula

también el valor Totox, mostrado en la tabla 35.
TV = (2-PV) + AV

Siendo:

PV: indice de per6xidos expresado en meq O,/Kg

AV: indice de p-anisidina

El intervalo de variacion del indice de p-anisidina se encuentra entre 0 y 100.
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48.4.1. Indice de p-anisidina de aceites de oliva sin enriquecer.
En la Tabla 34 se muestran los resultados obtenidos:

Los 4 aceites estudiados se encuentran dentro del intervalo que establece su
norma, es decir, entre 0-100, siendo el AOVE Hojiblanca el que mayor AV

muestra 'y el AOV Acecasa el que menor.
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Tabla 34.Datos para la determinacién del indice de p-anisidina en aceites de oliva sin enriquecer.

uJa:=

Universidad

0,061

1,027 0,292 0,073 62,5121714
1,005 0,005 0,284 0,062 | 66,2686567 | 58,2812734 | 10,746748 |58,28 +10,75
1,016 0,231 0,075] 46,0629921
1,003 0,229 0,082 | 36,7896311
1,043 0,024 0,261 0,073 | 54,0747843 | 46,7251463 | 8,92800095 | 46,73 + 8,93
1,016 0,242 0,075] 49,3110236
1,072 0,329 0,081 62,6865672
1,013 0,024 0,345 0,06 | 84,4027641 | 76,6728421 | 12,1348575 | 76,67 12,13
1,031 0,339 0,054| 82,929195
1,01 0,301 0,06 | 64,4554455
1,023 0,024 0,254 0,062 | 56,3049853 | 62,1646739 | 5,1147215 | 62,16 +5,11
1,036 0,271 0,044 | 65,7335907
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4.8.4.2. Indice de p-anisidina de aceites de oliva enriquecidos.
Tabla 35.Datos para la determinacidn del indice de p-anisidina en aceites de oliva enriquecidos
m p-anisidina | m aceite A2 Al (disoIL_Jcién A0 (dlsolqcmn AV A\{ o AV (final)
(@) (@) (Negro) | que reacciona) = Qque reacciona) (media)
AOVE 1,037 0,382 0,166 | 55,5448409
LENCINA 1,011 0,024 0,385 0,152(69,1394659 | 61,9936556 | 6,82406105| 61,99 + 6,82
1,018 0,364 0,156 |61,2966601
AOV 1,022 0,224 0,124|22,3091977
ACECASA 1,017| 0,024 0,279 0,146 |39,2330383 | 37,3768238|14,2306058 | 37,38 + 14,23
0.061 1,02 0,273 0,101|50,5882353
AOVE ’ 1,019 0,394 0,133|69,7742885
HOJIBLANCA 1,022 0,024 0,357 0,142| 63,111546|71,0913947|8,71338404 | 71,09 +8,71
1,03 0,407 0,131 80,3883495
AOVE 1,062 0,308 0,104 |50,8474576
SENORIO 1,067| 0,024 0,291 0,103 |52,8584817 | 56,4734084 | 8,06575571 | 56,47 + 8,07
DEL REY 1,05 0,344 0,114 65,7142857
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En esta experiencia el procedimiento que se sigue es igual que el
anterior, siendo la muestra de aceite enriquecida con [-caroteno. La
disolucion de p-anisidina utilizada es la misma que en la experiencia

anterior.

Los resultados que se han obtenido se muestran en la Tabla 35.
Se observa que los 4 aceites se encuentran dentro del intervalo de
variacion, siendo también el AOVE Hojiblanca el que mayor AV muestra
y el AOV Acecasa el que menor.
También se observa que el valor de AV es menor en todos los aceites que

han sido enriquecidos con respecto al valor de los aceites no enriquecidos.

La Figura 46 muestra los matraces con las disoluciones que se han
preparado para esta experiencia. Los matraces de la izquierda pertenecen a
las muestras de aceite sin enriquecer y los de la derecha a los aceites

enriquecidos.

Cada experiencia para cada aceite se realiza 3 veces.

Figura 46. Disoluciones de aceite sin enriquecer y disolucion de p-anisidina (izquierda)
y disoluciones de aceite enriquecido (derecha).
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Tabla 36. Resumen parametros quimicos.
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P-AV | Tot

a* b* L* | FA(%) | PV(mEqOukg) |K232|K270| AK Otox

AOVE LENCINA 282 1152 | 8532 | 0,26+001 924025 226 | 017 | 0,01 |58.28 +10,75| 76,68

AOVE LENCINA 3143 | 12511 | 7365 | 023+001 8,52+ 065 187 | 0,21 |0,005| 61.99+682 | 79.03
(enriguecido)

AOV ACECASA 364 | 12101 | 8363 | 022+001| 1380+051 | 2,66 | 0,12 |0.005| 46,73 +8.93 | 74,33

AOV ACECASA 3027 | 12356 | 7284 | 018+001 | 1683+061 | 198|017 | 0 |37.38+14,23| 71,04
(enriquecido)

AOVE HOJIBLANCA 029 | 10378 | 8889 | 024+002 | 1228+027 | 2,35 | 0,18 |0.005 76,67 +12.13| 101,23

AOVE HOJIBLANCA 322 129 76,06 | 021+001 | 12.63+032 | 216 | 022 |0,005| 71.09+871 | 96.35
(enrigquecido)

AOVE SENORIO DEL REY| 035 | 10283 | 8738 | 020+0,01 8,10 £0.24 172 | 0,12 |0,005| 6216 +511 | 78.36

AOVE SENORIODEL REY | 3731 | 12754 | 7521 | 015+0,01 9.08+036 189 | 0,19 |0,005| 56,47 +8,07 | 74.63
(enriguecido)
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6. CONCLUSIONES.

Tras finalizar la serie de experimentos que engloban este trabajo, se alcanzan las

siguientes conclusiones.

1. Se han preparado nuevos alimentos funcionales basados en AOVEs y aceites

de girasol por adicion a los aceites de 3-caroteno.

2. Se confirma que existe una mejoria notable en el valor antioxidante de los
aceites a los que se les ha adicionado B-caroteno con respecto a los aceites a

los que no se ha adicionado B-caroteno.

3. Gracias a la adicion de B-caroteno, se ha podido comprobar que existe una
menor velocidad de degradacion de los aceites cuando han sido sometidos a
radiacion UV y a altas temperaturas, por lo que conseguiria aumentar la vida

atil de los aceites.

4. En el caso de los aceites de girasol, los cuatro aceites estudiados presentan
las mismas caracteristicas en cuanto a evolucion del color. Aunque ocurre el
caso contrario que en el de los aceites de oliva, las variaciones de color son
mayores en los aceites que contienen antioxidante que los que no. Se llega a
la conclusién de que esto ocurre porque el aceite de girasol es practicamente
transparente y al adicionar P-caroteno, que es de color rojo ladrillo, el
espectrocolorimetro dectecta niveles de diferencia de color mayor y al

aplicar calor y luz se genera mayor cambio de color.

5. Se realiza también un anélisis quimico en los aceites de oliva con vista a
estudiar si la adicion de antioxidantes mejora la calidad del aceite. Tras la
realizacion del mismo, se llega a la conclusion de que la calidad de los

aceites de oliva se mantiene e incluso mejora en algunos parametros.

En definitiva, la adicion de antioxidantes en un alimento habitual en nuestra dieta

Mediterranea como es el aceite de oliva, permitiria lograr que el ser humano
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consuma la cantidad de antioxidantes diaria recomendada, de manera que no seria
necesario cambiar de dieta o tomar suplementos. Ademas, se obtiene un alimento
funcional que previene enfermedades, y un producto que mantiene sus condiciones

de vida util durante méas tiempo.
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