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Resumen: El objetivo de este trabajo fue desarrollar un procedimiento basado en
espectroscopia de fluorescencia ultravioleta/visible de analisis rapido, de bajo coste y
respetuoso con el medio ambiente, para la evaluacion de la calidad del aceite de oliva, que
pueda ser integrado en cualquier eslabon de su cadena de valor. Se utilizaron 8 muestras
iniciales de AOVE. De cada muestra se obtuvieron 6 réplicas contenidas en frascos de vidrio
transparente. Dos réplicas fueron sometidas a 4 semanas de luz indirecta natural; otras dos
réplicas a 2 dias; y la tercera pareja se utilizé6 como control, manteniéndola en oscuridad. De
cada pareja un frasco se utiliz6 para las medidas espectroscépicas y el otro se envid a un
laboratorio externo acreditado por ENAC para la obtencion de las medidas fisico-quimicas.
Para la adquisicion de espectros de fluorescencia se dispusieron de 4 ml de cada muestra en
cubetas de cuarzo de seccion cuadrada, de 10 mm de lado. Los parametros fisico-quimicos
considerados fueron: grado de acidez, indice de perdxidos, espectrofotometria K270,
espectrofotometria K232, tocoferoles totales, polifenoles totales. Todos se vieron afectados por
la exposicién a la luz. Los parametros que presentaron mayor coeficiente de variacion fueron
el indice de peroxidos (53%), al a-tocoferol (19%), p-tocoferol (20,8%) y y-tocoferol (24,3%).
Finalmente se muestra la posibilidad del desarrollo de modelos de estimacidon puesto que con
un nimero muy limitado de muestras se obtuvieron R2 de casi 0,9 en los PLSR de cada una las
caracteristicas fisico-quimicas estudiadas.
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1. Introduccion

La eleccién del aceite de oliva se debe a que es uno de los productos bandera del Gran
Consumo. Su producciéon y consumo se han incrementado y extendido desde la zona
mediterranea hacia otras regiones del mundo. El creciente interés por este producto, en especial
por el aceite de oliva virgen extra (AOVE), se fundamenta en sus cualidades beneficiosas para la
salud y en sus atributos sensoriales, ya que es rico en acidos grasos monoinsaturados y en
compuestos antioxidantes; y presenta una amplia gama de matices aromaticos y gustativos.

Aproximadamente el 78% del consumo mundial de aceite corresponde a los paises
productores, siendo Italia el primer pais consumidor (38,5%) seguido de Espafia (28,4%). Sin
embargo el mayor incremento del consumo de aceite de oliva se esta produciendo en los paises
no productores [2] y, en consecuencia, los paises productores europeos se han convertido
también en exportadores de aceite de oliva.
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En este contexto, la comercializacion del AOVE se ha vuelto cada vez mas exigente en la
evaluacion de la calidad. El sector oleicola esta sometido al cumplimiento de reglamentos y
normativas que afectan a la comercializacion de los aceites de oliva tanto en el marco europeo
[1] como en el internacional (COI/T.15/NC n®3), apareciendo incluso, normas de control
especificas en ciertos paises. Esta reglamentacion establece la categorizacion del aceite de
acuerdo a numerosas caracteristicas fisico-quimicas analizadas en laboratorios acreditados, asi
como a una valoracién organoléptica llevada a cabo por un panel de cata especifico y
acreditado. Estos andlisis son por lo general laboriosos, lentos y costosos.

El aceite de oliva contiene compuestos que son fluorescentes y estan directamente
relacionados con efectos beneficiosos sobre la salud, asi como con la resistencia a la oxidacién y
el nivel de frescura. Los compuestos fluorescentes son: polifenoles y tocoferoles, productos de
oxidacidn primaria, productos de oxidacion secundaria y clorofilas.

El sector oleicola demanda herramientas faciles de implementar, rapidas y de menor coste
econdémico y medioambiental. El presente trabajo avanza en este sentido, ya que, a diferencia de
los procedimientos tradicionales, la aplicacién de la espectroscopia de fluorescencia supone la
ausencia de disolventes y reactivos; rapidez y sencillez en las medidas; y disminucion de la
necesidad de personal cualificado. De todo ello se deriva un menor coste y la posibilidad de
implementar este procedimiento en cualquier eslabon de la cadena de valor.

2. Materiales y métodos

2.1. Datos de la muestra

Se utilizaron 8 muestras iniciales (mostradas en Tabla 1) de aceites de oliva virgen extra
procedentes de diferentes depodsitos de la almazara Finca La Pontezuela S.L., con Denominaciéon
de Origen Montes de Toledo; y Cornicabra como variedad emblematica.

Tabla 1. Muestras iniciales del experimento

Depésito
N° muestra inicial Variedad Abreviatura
1 Cornicabra C D5
2 Picual P D7
3 Cornicabra C D8
4 Hojiblanca H D10
5 Redondilla R D11
6 Cornicabra C D16
7 Cornicabra C D17
8 Cornicabra C D19

2.2. Tratamiento de la muestra

Estas muestras se sometieron a 3 tratamientos diferentes con la finalidad de incrementar la
variabilidad en el estado de oxidacion de las mismas.

Se dispuso de un litro de cada una de las 8 muestras de aceite. Se generaron 6 réplicas de
cada muestra contenidas en frascos de vidrio transparente de 100 ml. De los frascos se
expusieron dos a luz ambiente indirecta durante 4 semanas y dos durante 2 dias. Como control
se utilizaron dos réplicas mantenidas en oscuridad. Las réplicas fueron en parejas de forma que
el aceite de un frasco se utiliz6 para las medidas espectroscopicas y el otro frasco, sin abrir, se
envié a un laboratorio externo acreditado por ENAC para la obtencién de las caracteristicas
fisico-quimicas, como se ilustra en la Figura 1. Este procedimiento proporciond un total de 24
muestras (8 muestras x 3 tratamientos de almacenamiento = 24 muestras analizadas). Para la
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adquisicion de espectros de fluorescencia se dispusieron de 4 ml por a muestra en cubetas de
cuarzo numeradas. El cuarzo se eligié como material de las cubetas por ser transparente en los
rangos espectrales UV y VIS.
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Figura 1. Obtencion de las 24 muestras analizadas.

2.3. Determinaciones fisico-quimicas

Se acordd con el laboratorio externo que los analisis fisico-quimicos de las muestras se
desarrollaran de forma casi simultanea a los analisis espectroscopicos en nuestro laboratorio
(LPE-TAGRALIA). De esta forma habia una correspondencia total entre caracteristicas fisico-
quimicas y espectrales. Los analisis llevados a cabo por el laboratorio externo se detallan en la
Tabla 2.

Tabla 2. Descripcién de parametros y protocolos empleados por el laboratorio acreditado.

Ensayo Unidades Norma
Grado de acidez % (ac. Oleico) PNT 1.08
Indice de peréxidos meq O2/k PNT 1.09
Espectrofotometria K270 - PNT 1.10
Espectrofotometria K232 - PNT 1.10
Espectrofotometria AKc - PNT 1.10
Tocoferoles totales mg/kg PNT 1.18b
a-Tocoferol mg/kg PNT 1.18b
-Tocoferol mg/kg PNT 1.18b
v-Tocoferol mg/kg PNT 1.18b
0-Tocoferol mg/kg PNT 1.18b
Polifenoles totales Ac.Cafeico/kg PNT 1.56 (Folin-Ciocalteu)

2.4. Procedimiento de andlsis espectroscdpico

Los resultados de las determinaciones fisico-quimicas se analizaron mediante:
. Determinacién de parametros estadisticos basicos como media, rango, desviacion
estandar y coeficiente de variacion.
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- Analisis de la variabilidad mediante diagramas radiales para los aceites sometidos
a diferente duracién de exposicién a la luz.

Las medidas de fluorescencia se sometieron a los siguientes procesos:

- Seleccion del rango de longitudes de onda de interés.

. Eliminaciéon de ruido de los espectros mediante pretratamiento consistente en el
suavizado mediante el algoritmo Savitsky-Golay, ajustado a un polinomio de
grado 2, con ventana de 5 datos, sin aplicacion de diferenciacion.

- Representacion grafica de los espectros y analisis de los picos caracteristicos de los
espectros.

. Comparacion de espectros de los aceites sometidos a diferente duracion de
exposicion a la luz.

Ambos resultados, los fisico-quimicos y los espectrales se analizaron de forma conjunta
mediante aplicacion de técnicas multivariantes para la obtencion de modelos de regresion por
minimos cuadrados parciales (Partial Least Square Regression PLSR, por sus siglas en inglés)
para la estimacién de las caracteristicas fisico-quimicas a partir de los datos espectrales.

3. Resultados y discusion
3.1. Andlisis de los pardmetros obtenidos en laboratorio

Tabla 3. Resumen de los resultados de los analisis quimicos de las 24 muestras.

Indice Tocoferoles a B Y Polifenoles

Acidez Perox. K Koo totales Tocoferol Tocoferol Tocoferol  totales

Medias 0,13 9,08 0,14 1,83 244,99 233,91 2,43 8,65 563,88
Max. 0,15 24,00 0,16 2,16 348,20 332,10 3,30 13,50 683,00

Min. 0,10 380 0,12 1,68 165,70 157,50 1,70 6,40 410,00

Rango 0,05 20,20 0,04 0,48 182,50 174,60 1,60 7,10 273,00
Desv. St. 0,01 4,83 0,01 0,14 46,72 44,56 0,50 2,11 78,25
CV (%) 9,25 53,22 6,96 7,49 19,07 19,05 20,79 24,34 13,88

La Tabla 3 muestra los coeficientes de variacion con la variabilidad de los datos y oscilan
entre un 7% y un 53%, dependiendo del pardmetro considerado. Los pardmetros con mayor
coeficiente son el indice de peroxidos (53%), al a-tocoferol (19%), p-tocoferol (20,8%) y -
tocoferol (24,3%). Por lo tanto, el indice de peréxidos aparece como el pardmetro que presenta
mas variabilidad; los diferentes tocoferoles también estan afectados pero en menor medida. Los
parametros acidez, las K232 y K270 son los que tiene el coeficiente de variaciéon mas bajo.

Para observar la evolucién de cada muestra de aceite durante la exposiciéon a la luz
(oscuridad, 2 dias y 1 mes), se calcularon los diagramas radiales de forma que cada radio del
poligono corresponde a una muestra. Se calcularon para cada parametro quimico: acidez, indice
de peroxidos, K232, K270, tocoferoles totales, a-tocoferol, [3-tocoferol, y-tocoferol y polifenoles
totales.
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Figura 2. Diagrama radial para los tres tratamientos del indice de perdxidos, Kan, tocoferoles

totales y polifenoles totales.

La Figura 2 presenta los diagramas de indice de perdxidos, Kan, tocoferoles totales y
polifenoles totales. Se puede observar que los valores del indice de perdxidos y la Ko crecen
con la exposicion a la luz, por tanto, con el estado de oxidacién. Ambos parametros reflejan el
nivel de oxidacion de los aceites siendo mas relevante la evolucién en el indice de perdxidos.
Cada muestra presenta un patrén de evolucion diferente, destacando CD16 en el caso de indice
de perdxidos. Por otra parte, como cabria esperar, los compuestos antioxidantes tocoferoles y
polifenoles totales disminuyen con el tiempo.

3.2. Andlisis de los espectros de fluorescencia

Los espectros obtenidos mostraron picos de emisidn en diferentes rangos de longitudes de
onda. La Figura 3 corresponde a una de las configuraciones de adquisicion de espectros
empleadas. En a) se aprecia un pico dominante alrededor de 670 nm, correspondiente a la
emision de las clorofilas. Con menor intensidad aparecen una serie de picos en el rango desde
300 nm hasta 600 nm aproximadamente (zona ampliada en b)). Estas areas de emision
corresponden a productos de oxidacion y tocoferoles, relacionados con el estado de oxidacion
de los aceites. Por ello, se selecciona el rango desde 350 nm hasta 550 nm para los posteriores
desarrollos de modelos de estimacion de las caracteristicas fisico-quimicas. El pico a 670 nm no
se considerd por no ser la clorofila un parametro recogido en la normativa de calidad de los
aceites.

La emision en el rango desde 350 a 550 nm mostré un incremento paulatino de la
intensidad con el tiempo de exposicion a la luz en todas las muestras de aceite (Figura 3 a y b).
La Figura 3 c) muestra la evolucion de la sefal de fluorescencia de la muestra Cornicabra C D5.
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Este resultado es congruente con el hecho de que los procesos de oxidacién primaria y
secundaria que experimenta el aceite suponen la aparicion de productos de oxidaciéon que son
fluorescentes. Igualmente, la deteccion del incremento de las sefales pone de manifiesto la
sensibilidad de la técnica empleada.
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Figura 3. a) Representacion de todos los espectros (N=24) obtenidos con una de las
configuraciones del equipo; b) Seleccién del rango espectral de estudios; c) Evolucion de la
sefal de fluorescencia de una muestra de Cornicabra CD5.

3.3. Modelos de estimacidn de los pardmetros fisico-quimicos

Con anterioridad al desarrollo de los modelos multivariantes de estimacion, se estudiaron
las caracteristicas espectrales de aceites con estados de oxidacion diferentes. La Figura 4 ilustra
las diferencias encontradas entre un espectro de una muestra de mayor acidez con respecto al
de una muestra de menor acidez. Claramente, el de mayor acidez presenta una mayor
intensidad de sefial en todo el rango. Ademas, los picos aparecen de forma mas acusada.
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Figura 4. Ejemplo del espectro de una muestra de alta acidez y espectro de una muestra de baja
acidez.

Una vez detectado que los espectros de fluorescencia reflejan las diferencias en los valores
de las caracteristicas fisico-quimicas, se procedi6 al desarrollo de los modelos de estimacion.
Los resultados obtenidos de los modelos PLSR para cada parametro estan resumidos en la
Tabla 4.
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Tabla 4. Resultado para los modelos PLSR para cada parametro fisico-quimico.

Parametro quimico R2
Acidez 0,842
Indice de Peréxidos 0,672
K232 0,875
K270 0,299
Tocoferoles totales 0.880
a-Tocoferol 0,876
[-Tocoferol 0,818
v-Tocoferol 0,858
Polifenoles totales 0,644

La capacidad predictiva de los modelos se evaltuia a través del coeficiente de determinacion
R?, de forma que cuanto mas se aproxime a la unidad, menor es la diferencia entre los valores
reales obtenidos por el laboratorio acreditado y los valores estimados mediante fluorescencia.
La Figura 5 y la Tabla 4 muestran valores de R?> muy elevados, alcanzando casi el 0.9 en casi
todos los pardmetros.
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Figura 5. a) Valores determinados por el laboratorio acreditado en el eje x frente a los valores
que se estiman con los modelos de fluorescencia en el eje y para acidez; b) Valores
determinados por el laboratorio acreditado en el eje x frente a los valores que se estiman con los
modelos de fluorescencia en el eje y para tocoferoles totales. Cada circulo representa una
muestra.

4. Conclusiones

Este trabajo demuestra la viabilidad del procedimiento desarrollado basado en la
espectroscopia de fluorescencia para la evaluacién del estado de oxidacién del AOVE. Los
cambios internos producidos en la composiciéon del aceite de oliva a consecuencia de la
exposicion a la luz se manifiestan en cambios en la forma de los espectros de emision de
fluorescencia en el rango desde 350 a 550 nm. Esto implica que los espectros de emision de
fluorescencia tienen la capacidad de ser empleados en el seguimiento de la evolucion de los
aceites de oliva.

La intensidad de la sefal en el rango estudiado se incrementa con el tiempo, aportando
informacion valiosa sobre el estado de oxidacién de los aceites, pudiendo ser utilizada para la
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estimacién de caracteristicas fisico-quimicas claves en cualquier punto de la cadena de valor del
producto.
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