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Antecedentes

Pastas dificiles:

Problematica

Frutos recoleccion temprana
Humedad > 52 %

Variedad (Hojiblanca, Arbequina)

+ Bajos rendimientos

Formacién de emulsiones

* Reduccion de la capacidad de molturacidn de almazara

» Dificultad de clarificacion de los aceites

Solucion

* Regular molienda y batido

* Reducir el ritmo de inyeccion de la pasta

» Coadyuvantes tecnolégicos

Pesquera, Alimentaria y de la Produccidn Ecoldgica
Consejeria de Agricultura,
Pesca, Aguay Desarrollo Rural

Principales coadyuvantes tecnolégicos

* Microtalco Natural
» Arcilla caolinitica

« Carbonato calcico
« Enzimas






Limitaciones del Proceso Convencional

| Problemas identificados | Oportunidad: enzimas coadyuvantes
Un 15-20% del aceite queda retenido en la pasta tras la Las enzimas degradan los polisacaridos de la pared
malaxacion celular, aumentando la permeabilidad del tejido
Las pectinas de la pared celular forman un gel estable que Facilitan la liberacion de aceite atrapado en la red de fibras y

dificulta la liberacion del aceite la coalescencia de gotas

Los fenoles y tocoferoles ligados a la pared celular no se extraen Promueven la transferencia de fenoles y tocoferoles a la
con eficiencia fraccion oleosa

Las emulsiones estables aceite-agua reducen el rendimiento en la Actuan como coadyuvantes tecnologicos: no dejan
centrifugacion residuo funcional en el aceite final




Mecanismos de Accion Enzimatica

Con enzimas

°_Q
Aceite retenido X @

Y Y Y Aceite liberado \/

Pectinasas Celulasas Hemicelulasas

Vierhuis, 2002 | Moustakime et al., 2016 | Iconomou et al., 2010

Degradacion de pectinas
Las pectinasas hidrolizan la lamina media reduciendo su viscosidad y aumentando
la permeabilidad del tejido.

Ruptura de glucanos y hemicelulosas
Celulasas y hemicelulasas complementan la accion pectolitica, liberando gotas de
aceite atrapadas en la red de fibras.

Reduccién de emulsiones aceite-agua
Las proteasas degradan membranas lipoproteicas de las gotas, favoreciendo su
coalescencia y separacion de fases.

Liberacion de fenoles asociados a pared
La degradacion celular libera fenoles y tocoferoles ligados a la pared y las
vacuolas hacia la fraccion oleosa.
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Enzimas

Complejos enzimaticos pectoliticos autorizados hasta 2001.

Nueva definicion de aceite de oliva Virgen Extra(CE n° 1513/2001)
Basado en un requisito de genuinidad, excluia a aquellos coadyuvantes
tecnoldgicos utilizados en el proceso de extraccion que tuvieran accion bioquimica

Uso prohibido dentro de la Comunidad Europea

No existen evidencias cientificas para su prohibicién

Existe un comentario en una trabajo de Di Giocacchino et al sobre la posibilidad
de que la UE deberia revisar su uso ante un ligero incremento, no significativo, de
algunos componentes.

A




Enzimas Utilizadas en Almazara

Pectinasas Pectinas — lamela Hidrolizan pectinas, reducen gel, liberan

media aceite y fenoles
Celulasas Microfibrillas Rompen la pared primaria, mejoran

de celulosa separacion solido-liquido
Hemicelulasas X.|Ianos y Aumentan perme?bllldad y liberacion de L i

xiloglucaranos compuestos fenolicos ‘ Pectinas

_] 2. Primary Cell Wall
- . i . Celulosa +

Proteasas Membranas Facilitan separacion de fases; potencian Hericelibgs

proteicas de gotas efecto pectolitico

3. Vacuole
Fenoles / Aceite

o | ‘
|l
4. Gotas de aceite

Preparados comerciales: mezclas de varias actividades enzimaticas

Ranalli et al., 2001 | Al-Rousan et al., 2019 | Umaru et al., 2024
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Nuevo escenario

Nuevas variedades

Niveles elevados de humedad

Temperatura de extraccion mas baja



Objetivo

El objetivo fue evaluar el efecto de las preparaciones enzimaticas durante el batido de la pasta de aceituna a
baja temperatura sobre la calidad, la pureza, los compuestos minoritarios y las caracteristicas sensoriales del
aceite utilizando frutos de aceituna de la variedad 'Arbequina’ recolectados en precoz




Materiales y métodos

Material vegetal.
Campana 2023/2024.
Fruto: 5000 kg variedad ‘Arbequina’

Extraccion de aceite. Aimazara IFAPA Venta del Llano.
Linea de extraccidn continua Pieralisi (Espafia):

- Molino de martillos (criba circular de 6 mm )

- Batidora Molinova tres cuerpos (500 kg cada uno).

- Decanter de dos fases SPI1110 de 60000 kg/dia.

- Centrifuga vertical Plutone sin adicién de agua.

Condiciones de extraccion
- Batido: 19 °C y 45 min
- Ritmo de inyeccion de la pasta en centrifuga horizontal 1000 kg/

- Adicién de agua a la centrifuga horizontal 75 L/h

Instituto Andaluz de Investigacién y Formacién Agraria,
Pesquera, Alimentaria y de la Produccidn Ecoldgica
Consejeria de Agri
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Materiales y métodos

Disefio experimental.

- Testigo
90 g Pectinex Ultra Olio (Pectin liasa, Poligalacturonasa)

- Preparado enzimatico UNIVAR-Novozymes

60 g Viscozyme (Beta -glucanasa)

900 mL/500 kg

Para cada tratamiento se emplearon tres cuerpos de batidora (500
kg cada uno), descartandose el inicial y llevando a cabo la toma de
muestras en el tercer cuerpo.

Toma de muestras.
Aceituna, orujo y aceite a la salida de la centrifuga horizontal (3x)







Materiales y métodos

Determinaciones analiticas

Aceituna

indice de madurez (Beltran et al., 2008), eso medio,
humedad y contenido graso.

Orujo: humedad y contenido graso.

Aceites .

Parametros de calidad reglamentada y pureza:

Acidez, Indice de peroxidos, Kys,, K,79, Composicion
acidica, esteroles, esteres etilicos, alcoholes alifaticos,
ceras, eritrodiol+ uvaol, estigmastadieno, alcoholes
alifaticos, monopalmitato de 2-glicerilo, contenido
Insaponificable,1,2-diglicéridos,1,3-diglicéridos,
isobmeros trans (COI, 2022) y pirofeofitina A (ISO
29841:2009)

Aceites .

Compuestos minoritarios. Contenido total de fenoles
(Vazquez et al., 1973), Analisis de la fraccion fendlica
(COI, COI/T.20/Doc.29.), analisis de la fraccion volatil
mediante SPME-GC-MS (Sanchez et al., 2013),
pigmentos clorofilicos y carotenoides (Minguez et al.,
1991), Tocoferoles (IUPAC; 1992).

Estabilidad oxidativa Rancimat 120 °Cy 20 L/h.

Caracterizacion sensorial: método del panel test
(UE,2022)

Analisis estadistico
ANOVA. Test de Tukey para un nivel de significacion
p: 0.05. (Statistix 9.0).
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Results
Fruit Oil yield
Parameter Reference Enzymes 120
Ripening index 2.06 2.04
Fruit weight (g 1.88 2.13 100 | 97,91
Humidity (%)
Oil content on fresh weight (%) 15.33 16.43 80 |
Qil content on dry weight (%) 38.87 41.24

58,63 59,59
60 |

40
Pomace 20 L
Parameter Reference Enzymes
1. * 0
Humidity (%) 69.48 £ 0.03 a 70.74+0.01 a Oil weight (k) il recovery (%) il yield (%)
Oil content on fresh weight (%) 430+£091a 401 £140a

M Reference M Enzymes

Qil content on dry weight (%) 14.09+£0.79 a 13.70£0.72 a
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Resultados

Aceite
Parametro Testigo Enzimas
Acidez (%) 0.20+0.03 a* 0.23+0.01a
Indice de Perdxidos (meqO,/kg) 435+091a 4.95 £1.40

a

Ko 1.79+0.17 a 1.86 £ 0.20 a
Ks70 0.08+£0.02 a 0.08+£0.01a
Esteres etilicos (mg/kg) <3 <3

Aceite de Oliva Virgen Extra

Intensidad

Caracterizacion zr
sensorial

Frutado Amargo Picante

H Testigo M Enzimas
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Resultados
Aceite: Parametros de pureza

Parametro Testigo Enzimas

Ceras (mg/kg) 207 £ 0.58 a* 180+7.23b

Esteroles totales (mg/kg) 1607 £ 15.72Db 1641 £ 8.50 a

Colesterol (%) 0.13+0.0a 0.13+£0.0 a

Brasicasterol (%) <01 <0.1

Campesterol (%) 4.30+0.00 a 4.30+0.00 a

Estigmasterol (%) 1.00+0.00 a 1.10+0.00 a

Beta-sitosterol aparente (%) 93.50+0.00 a 93.33+0.06b

A_7_Estigmastenol (%) 0.20 £ 0.00 0.23 £ 0.06

Eritrodiol+Uvaol (%) 1.40+0.00b 1.53+0.06 a
Parametro Testigo Enzimas
Estigmastadieno (mg/kg) <0.02 <0.02
Alcoholes alifaticos (mg/kg) 115+ 8 a 1164 a
Monopalmitato de 2-glicerilo (%) 0.70£0.00 a 0.70+£0.00 a
Contenido Insaponificable (g/kg) 10.25+0.43 a 1042+ 0.59 a
1,2-Diglicéridos (%) 88.47 t a 88.70t a
1,3-diglicéridos (%) 11.53ta 11.30ta
Pirofeofitina A (%) < 0.50 <0.50
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Resultados
Aceite: Parametros de pureza

Acido grasos (%) Testigo Enzimas
Laurico (C12:0) <0.02 <0.02
Miristico (C14:0) 0,02+0.00 a 0,02+0.00 a
Palmitico (C16:0) 17,28 £ 0.18 a 17,12 £ 0.09 a
Palmitoléico (C16:1) 2,11+ 0.03a 1,99+£0.02b
Margarico (C17:0) 0,11 +0.00a 0,11 +£0.00 a
Margaroleico (C17:1) 0,24 £0.00 a 0,24 +£0.01a
Estearico (C18:0) 1,77 £ 0.01 a 1,78+ 0.01 a
Oleico (C18:1) 62,24 +£0.17 b 62,75+ 0.05a
Linoleico (C18:2) 14,66 £ 0.02 a 14,43+ 0.02 b
Linolénico (C18:3) 0,71+ 0.00 a 0,70+ 0.01 a
Araquidico (C20:0) 0,40+ 0.02 a 0,39+ 0.01 a
Eicosenoico (C20:1) 0,28+ 0.01a 0,27£0.01 a
Behénico (C22:0) 0,12+ 0.01a 0,12+ 0.01 a
Erucico(C22:1) <0.10 <0.10
Lignocérico (C24:0) 0,07 +£0.00 a 0,07 £0.00 a
> Saturados 19,77 £ 0.16 a 19,62+ 0.08 a
2 Poliinsaturados 15,37 £ 0.02 a 15,13+ 0.03 a
2 Monoinsaturados 64,87 +£0.15b 65,25+ 0.05a
Monoinsat./Poliinsat. 422+0.01b 4,31+ 0.00 a
IsomerosTrans <0.03 <0.03
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Results

Oil: Minor compounds

Parameter Reference Enzymes
Carotenoid pigments (mg/kg) 3.95+040b 5.39%20.29a
Chlorophyllic pigments (mg/kg) 246+043b 424+019a
a-tocopherol (mg/kg) 277+2a 283t+5a
B-tocopherol (mg/kg) 200+£0.03a 1.67+0.02a
y-tocopherol (mg/kg) <1 <1
Tocopherol content (mg/kg) 279+ 2a 286+ 6 a

Oxidative stability

Oil stabilty Rancimat (h)

10

Pesquera, Alimentaria y de la Produccidn Ecoldgica
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H Reference M Enzymes
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Resultados

Aceite: Compuestos minoritarios

Parametro Testigo Enzimas
Pigmentos carotenoides 3.95+0.40b 539+£0.29a
(mg/kg)

Pigmentos clorofilicos (mg/kg) 2.46+0.43b 424 +0.19a
a-tocoferol (mg/kg) 277+2a 283+5a
B-tocoferol (mg/kg) 2.00+0.03a 1.67 £ 0.02a
y-tocoferol (mg/kg) <1 <1
Tocoferoles totales (mg/kg) 279+2a 286t6a

Estabilidad oxidativa

Estabilidad Rancimat (h a 120 oC)

11

10 |

o
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H Testigo M Enzimas



Total Phenols (mgl/kg)

mflaference mEnzymes

Incremento de los principales

compuestos fendlicos con
propiedades bioactivas vy
sensoriales

Parametro (mg/kg) Testigo Enzimas
Hidroxitirosol 8.09+0.21a* 8.28%+0.13a
Tirosol 142+0.10a 144 + 0.20 a
Vainillina 0.32+£0.01b 0.50+0.05a

Acido p-cumarico
3-4-DHPEAEDA

p-HPEAEDA
3-4-DHPEA EA

Pinoresinol
1-Acetoxipinoresinol
Polifenoles totales

0.10+0.01a
70.31%+ 6.67b

46.1531.92 b
8.09t0.21a
30.08£0.90 b
36.60£1.25b
267+x11Db

0.12+0.02 a
118.13 £ 11.09
a

62.44% 2.77 a
8.28+0.13a
35.42+1.86a
39.32t1.12a
351+25a




Resultados

Aceite: Compuestos volatiles

Compuesto (mg/kg) Testigo Enzimas
3-Pentanona 0.02+0.01a 0.02+0.00a
1-Penten-3-ona 0.33£0.03b 0.52+0.02a
Dimeros de penteno 0.84+0.05a 0.83+0.10a
Hexanal 3.32+ 0.08a 1.71£0.07b
3-Pentanol 0.06 £0.00b 0.15+0.00a
(E)-2-Pentenal 0.02+0.00b 0.04£0.00a
Z-(3)-Hexenal 0.26£0.02a 0.28+0.01a
Z-(2)-Hexenal 0.60+0.03 a 0.51+£0.02b
E-2-Hexenal 23.83+1.06 a 18.23+0.92 b
(Z2)-2-Penten-1-ol 0.08+0.00a 0.09+0.01a
Acetato de (Z)-3-Hexenilo  0.67 +0.03 a 0.72+0.05a
Acetato de (E)-2-Hexenilo 0.01+0.00b 0.02+0.00a
1-Hexanol 1.17+£0.17 a 0.76 £0.06 b
(E)3-Hexen-1-ol 0.03£0.01a 0.01£0.00b
(Z)-3-Hexen-1-ol 2.31+£0.19a 1.55+0.10b
Acetato de hexilo 0.14+0.01a 0.11+£0.01b

> Compuestos LOX

33.68 + 1.67 a

25.55+1.36b

Compuesto (mg/kg) Testigo Enzimas
1,4-Pentadieno 0.12+0.00 a 0.09+0.00b
Heptano 0.09+0.01a 0.09+0.03b
Dimetil sulfida 0.01+0.00 a 0.01+£0.00a
Octano 0.04+£0.00 a 0.05+0.00 a
Acetona 0.02+0.00a 0.02+0.00a
UK-1** 0.02+0.00b 0.02+0.00a
Metanol 0.25+0.07 a 0.30+0.05a
2-Metil-butanal 0.03+0.00b 0.04 £0.00 a
3-Metil-butanal 0.02+0.00b 0.02+0.00a
Etanol 0.10+0.01b 0.17£0.01a
2-Etil-furano 0.01+£0.00a 0.01+£0.00b
Metil isocianida 0.03+£0.00a 0.02+0.00b
UK-2 0.04 + 0.00 a 0.04+0.00b
Hexanoato de metilo 0.01+£0.00 a 0.01+£0.00 a
Heptanal 0.02+0.00 a 0.02+0.00 a
UK-3 0.06 £0.01a 0.05+0.00 a
Octanal 0.20+0.02a 0.17£0.04 a
6-Metil-5-hepten-2-ona 0.005+0.001a 0.006 +£0.003 a
Nonanal 0.82+0.08a 0.80+£0.10a
(E,E)-2,4-hexadienal 0.48+0.03a 0.48+0.12a
isomero 1

(E,E)-2,4-hexadienal 0.48+0.03a 0.46 £ 0.02
isomero 2

UK-4 0.02+0.00 a 0.02+0.00 a
5-Methyl-1-hexanol 0.004 £0.000a 0.003 +£0.000a
UK-5 0.042+0.004a 0.037+£0.002 a
UK-6 0.006 £ 0.002a 0.005%0.001a
Benzaldehido 0.045+0.002a 0.042+0.005a
UK-7 0.006 +0.001a  0.005+0.001a
UK-8 0.012+0.002a 0.008 + 0.003 a
UK-9 0.021+£0.001a 0.021+£0.003 a

Methyl benzoate
UK-10

Alcohol bencilico
> Compuestos No LOX

Volatiles totales

0.014+0.001 a
0.044 £ 0.004 a
0.085 + 0.008 a
3.14+0.05a
36.80+1.47 a

0.008 £ 0.002 a
0.044 £ 0.004 a
0.073 £ 0.007 a
274053 a
28.29+0.73b

‘macién Agraria,
in Ecoldgica
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Conclusiones

« El empleo de preparados enzimaticos da lugar a un incremento del rendimiento
industrial del proceso de extraccion del aceite de oliva virgen, si bien no se aprecian
diferencias significativas en el contenido graso en base seca del orujo.

» Los parametros de calidad reglamentada no se vieron afectados por el empleo de los
preparados enzimaticos ensayados.

* Los parametros de pureza analizados en los aceites procedentes del empleo de
preparados enzimaticos se mantuvieron dentro de los limites establecidos para la
categoria virgen extra.

» Las concentraciones de pigmentos, clorofilicos y carotenoides, y tocoferoles del aceite
se incrementaron de forma significativa por el empleo de preparados enzimaticos.

* Los aceites extraidos con el empleo de preparados enzimaticos fueron mas estables
qgue los obtenidos mediante las condiciones control.

* Los compuestos fendlicos se encontraron en una concentracion mas elevada en los
aceites elaborados con preparados enzimaticos.
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Conclusiones

La fraccion volatil se vié afectada por el empleo de enzimas durante la extraccion del
aceite. Asi, se aprecia como los aceites elaborados sin enzimas presentaron una
concentracién ligeramente superior respecto de los extraidos con preprados
enzimaticos.

Desde el punto de vista sensorial, los aceites extraidos con la aplicacién de
preparados enzimaticos mostraron un ligero descenso en la intensidad del frutado,
mientras que en el caso de los atributos amargo y picante se perciben con un ligero
aumento de su intensidad.

En definitiva, el empleo de preparados enzimaticos no afecté a la calidad del aceite ni
a los parametros de pureza analizados mientras que algunos de los compuestos
minoritarios aumentaron su concentracidon. Los aceites son mas estables y desde el
punto de vista sensorial, no se aprecian diferencias significativas respecto de los
aceites del tratamiento control.

A
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