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POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE HOJA DE
OLIVO (VAR. SERRANA).

Ahmad Qasem Mateo, B.H.; Ahmad-Qasem, M.H.*; Carcel, J.A. !, Garcia-
Pérez, J.V.1

RESUMEN

Debido a la creciente demanda de extractos antioxidantes naturales, el objetivo del
presente trabajo ha sido estudiar la influencia que tiene el secado sobre el potencial
bioactivo de extractos obtenidos a partir de hojas de olivo. Ademas, se ha evaluado el
efecto de las condiciones de almacenamiento en la estabilidad de los extractos. En
primer lugar, para evaluar la influencia del secado de la materia prima, las hojas fueron
deshidratadas por aire caliente a 120 °C vy liofilizacion. Posteriormente, una parte de
los extractos fueron deshidratados por aire caliente a: 120 °C y 55 °C con vacio. Los
extractos obtenidos fueron almacenados a 4, 25 y 35 °C en estado liquido o polvo,
determinandose a lo largo del tiempo de almacenamiento (4 semanas) su capacidad
antioxidante (CA), contenido total en compuestos fendlicos (CTF) y la concentracion
de los compuestos fendlicos mayoritarios.

Los resultados obtenidos mostraron que tanto el secado del material vegetal como
de los extractos influyé en el potencial antioxidante. El secado a 120 °C de las hojas
frescas proporcion6 los extractos con el contenido fendlico mas alto, destacando la
concentracion de oleuropeina (11,2+0,9 mg/mL). Por su parte, la deshidratacién de los
extractos redujo, independientemente del método utilizado, la CA y el CTF en torno al
10 %. Por ultimo, no se observo un efecto significativo (p<0,05) de las condiciones de
almacenamiento sobre el potencial antioxidante de los extractos.

PALABRAS CLAVE: hojas olivo, secado, extracto vegetal, capacidad antioxidante,
contenido total en compuestos fendlicos, oleuropeina, almacenamiento.

RESUM

A causa de la creixent demanda d'extractes antioxidants naturals, I'objectiu del
present treball ha sigut estudiar la influéncia que té I'assecat sobre el potencial bioactiu
d'extractes obtinguts a partir de fulls d'olivera. A més, s'ha avaluat I'efecte de les
condicions d'emmagatzemament en l'estabilitat dels extractes. En primer lloc, per a
avaluar la influencia de l'assecat de matéria primera, els fulls van ser deshidratats per
aire calent a 120 °C i liofilitzaci6. Posteriorment, una part d’ els extractes van ser
deshidratats per aire calent a: 120 °C i 55 °C amb buit. Els extractes obtinguts van ser
emmagatzemats a 4, 25 i 35 °C en estat liquid o en pols, determinant-se al llarg del
temps d'emmagatzemament (4 setmanes) la seua capacitat antioxidant (CA), contingut
total en compostos fenodlics (CTF) i la concentracio dels compostos fenolics majoritaris.
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Els resultats obtinguts van mostrar que tant l'assecat del material vegetal com dels
extractes va influir en el potencial antioxidant. L'assecat a 120 °C dels fulls frescos va
proporcionar els extractes amb el contingut fenolic més alt, destacant la concentracio
d'oleuropeina (11,2+0,9 mg/mL). Per la seua banda, la deshidrataci6 dels extractes va
reduir, independentment del métode utilitzat, la CA i el CTF prop del 10 %. Finalment,
no es va observar un efecte significatiu (p<0,05) de les condicions
d'emmagatzemament sobre el potencial antioxidant dels extractes.

PARAULES CLAU: fulls d’olivera, assecat, extracte vegetal, capacitat antioxidant,
contingut total en compostos fenalics, oleuropeina, emmagatzemament.

ABSTRACT

Due to the increasing demand of natural antioxidant extracts, the aim of this work
was to assess the influence of drying on the bioactive potential of extracts obtained
from olive leaves. Moreover, the effect of storage conditions on extract stability was
evaluated. In order to study the impact of the raw material drying, olive leaves were
dried by hot air at 120 °C and freeze drying. After the extraction, a part of the extracts
was dehydrated by hot air at 120 °C and hot air at 55 °C by applying vacuum. The
obtained extracts (liquids and powders) were stored at 4, 25 and 35 °C for 4 weeks.
During this period, the antioxidant capacity (AC), the total phenolic content (TPC) and
the concentration of the main phenolic compounds were determined.

Results highlighted that drying of both raw material and extracts affected the
antioxidant potential. Thus, hot air dried leaves (120 °C) provided the highest phenolic
content, especially the oleuropein concentration (11,2+0,9 mg/mL). Regarding the
extracts dehydration, independently of the method used, both AC and TPC were
reduced around 10 %. Finally, stored conditions did not affect significantly (p<0,05) the
extracts antioxidant protential.

KEYWORDS: olive leaves, drying, vegetal extract, antioxidant capacity, total
phenolic content, oleuropein, storage.

1. INTRODUCCION

La superficie dedicada al cultivo del olivo (Olea europea L.) es de
aproximadamente 8 millones de hectareas en todo el mundo, concentrandose el 98 %
del cultivo en los paises del Mediterraneo (Erbay e Icier, 2010). Tradicionalmente, el
olivo ha tenido un papel importante en la sociedad debido a que el aceite obtenido de
su fruto ha sido muy apreciado en la dieta humana (Roche y col.,, 2000). No
Unicamente en el aceite de oliva, sino en subproductos derivados de su
industrializacion tales como las hojas de olivo, se han encontrado compuestos
beneficiosos para la salud (Visioli y Galli, 2002). Entre ellos, destacan los polifenoles
de bajo peso molecular (Dekanski y col., 2011; Raederstorff, 2009), principalmente la
oleuropeina y el hidroxitirosol, de elevada actividad antioxidante (Benavente-Garcia y
col., 2000; Bouaziz y Sayadi, 2005). La oleuropeina previene enfermedades cardiacas,
ayuda a combatir problemas relacionados con la obesidad, ejerce proteccion



enzimatica, previene la muerte celular hipertensiva en pacientes con cancer y presenta
propiedades antivirales. El hidroxitirosol, principal producto de la degradacion de la
oleuropeina, tiene efectos similares y, ademas, protege frente a la arterosclerosis e
inhibe la aparicién de las neuropatias diabéticas (Markin y col., 2003; Ranalli y col.,
2006). Otros polifenoles de interés presentes en las hojas de olivo son: rutina,
verbascosido, luteolina-7-O-glucosido y luteolina-4"-glucosido (Ryan y col., 2002).

A pesar de todas sus propiedades beneficiosas, las hojas de olivo son destinadas
generalmente para la alimentacion animal o la quema. Sin embargo, este subproducto
vegetal (que representa un 10 % del peso total de las aceitunas) podria emplearse en
medicina, cosmética o en la industria alimentaria con el fin de alargar la vida Gtil de los
alimentos o desarrollar alimentos funcionales. No obstante, para la obtencion de
extractos vegetales con alto potencial bioactivo procedentes de las hojas de olivo, es
necesario profundizar en el estudio de su procesado y en la estabilidad de sus
compuestos fendlicos (Bouaziz y col., 2008; Japdén-Lujan y Luque de Castro, 2007,
Ranalli y col., 2003).

Generalmente, el material vegetal es deshidratado antes de la extraccion de
compuestos bioactivos. Con ello se pretende, en primer lugar, reducir el contenido de
humedad y asi, evitar que interfiera en la liberacion de los compuestos fendlicos
durante la extraccion. En segundo lugar, la deshidratacion disminuye la pérdida de
calidad debida a las reacciones bioquimicas y microbioldgicas que ocurren durante el
almacenamiento (Kouhila y col., 2002; Soysal y Oztekin, 2001).

Ademas de ser una etapa importante en el acondicionamiento del material vegetal,
la deshidratacion también es fundamental a la hora de preservar o estabilizar los
extractos, pues permite eliminar el solvente liquido y obtener un producto en forma de
polvo. Actualmente, los extractos vegetales en polvo estan en creciente expansion ya
que presentan, frente a los extractos liquidos, numerosas ventajas: facilidad de
estandarizacién, mayor estabilidad fisica, quimica y biolégica y menores costes de
transporte y almacenamiento. Por todo ello, la deshidratacién de los extractos es una
etapa crucial para lograr un producto adecuado para su uso industrial (Souza y col.,
2008). Sin embargo, es importante tener en cuenta que la deshidratacion, en cierto
modo, puede afectar a la actividad y estabilidad de los compuestos bioactivos debido a
la degradacién quimica, enzimatica y a las pérdidas por volatilizacién y/o degradacion
térmica (Dorta y col., 2012).

El secado por aire caliente es el método de deshidratacion mas empleado a escala
industrial por su simplicidad y alta productividad. Sin embargo, debido a las altas
temperaturas empleadas, tienen lugar una serie de cambios fisicos, estructurales,
guimicos y nutricionales que pueden afectar a la calidad del producto (Di Scala y
Crapiste, 2008). Una forma de reducir la pérdida de calidad es mediante la aplicacion
de vacio ya que ésta facilita la evaporacion del solvente a baja temperatura. Asi, el
secado de productos sensibles al calor es recomendable realizarlo en condiciones de
vacio, controlando el calor suministrado y la temperatura del producto (Lewicki, 2006).

Por otra parte, la liofilizacion es el método de deshidratacion que mejor preserva
las caracteristicas quimicas y organolépticas del producto (Genin y Reneé, 1995). Los
principales inconvenientes son su elevado coste y su dificil aplicacibn cuando se
trabaja con grandes volimenes de muestra (Raguse y Smith, 1965) puesto que el
procesado se realizada en discontinuo. Otro de los métodos mas empleados para el
secado de extractos naturales es el secado por pulverizacion (spray-drying). Con esta
técnica se obtienen productos deshidratados de elevada calidad, a lo que hay que



sumar su robustez y alta productividad. No obstante, la tecnologia del secado por
pulverizacién requiere un ajuste adecuado de las condiciones de proceso y es dificil de
aplicar con liquidos muy viscosos debido a los problemas que crea a la hora del
bombeo a presién (Gonnissen y col., 2008). Ademas de este método, en los ultimos
afos, se han desarrollado nuevas técnicas para el secado de extractos como el uso de
fluidos supercriticos (Meterc y col., 2008).

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del método de secado sobre la
estabilidad de extractos naturales obtenidos a partir de hojas de olivo. Ademas, se
evalué la influencia de las condiciones de almacenamiento en el potencial bioactivo de
los extractos.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materia prima.

Para la realizacién del estudio se emplearon hojas de olivo (Olea europaea L. var.
Serrana) recogidas en la finca “El Portillo” (coordenadas UTM 718.082.40,
4.406.115.18) del Término Municipal de Segorbe. Tras su recoleccién, las hojas fueron
protegidas de la luz y almacenadas a 4+1 °C hasta su procesado.

El contenido de humedad de las hojas de olivo frescas se determiné segun el
procedimiento de la AOAC n° 734.01 (AOAC, 1997). Para ello, las hojas se
introdujeron en una estufa de vacio (Vaciotem, P- Selecta) a 70 °C y una presion de
0,2 bar hasta alcanzar peso constante.

2.2. Secado de las hojas de olivo.

Las hojas de olivo se deshidrataron utilizando dos técnicas diferentes: secado por
aire caliente y liofilizacibn. En ambos casos, una vez deshidratadas, las hojas se
almacenaron a 4+1 °C en bolsas plasticas termoselladas hasta su posterior utilizacién.

2.2.1. SECADO POR AIRE CALIENTE.

La hoja de olivo se sec6 a 120 °C durante 12 min, alcanzandose una pérdida de
peso del 42+3 % respecto del peso inicial. Para ello, se utiliz6 un secadero convectivo
de flujo horizontal (FD, Binder), siendo la carga inicial 100 g y el flujo y la velocidad del
aire 0,094 m*/s y 0,683 m/s, respectivamente.

2.2.2. LIOFILIZACION.

La liofilizacion de las hojas de olivo se llevé a cabo utilizando un equipo a escala de
laboratorio (LIOALFA-6, Telstar). Las condiciones experimentales utilizadas fueron:
carga inicial 30 g, temperatura del condensador de -48+2 °C, presion de
1,4-10™ bar y tiempo de tratamiento 24 h, tras el cual se alcanzé una pérdida de peso
del 42+3 %.



2.3. Obtencion de los extractos de hoja de olivo.

Con el fin de facilitar el proceso de extraccién de los compuestos fendlicos, las
hojas se molieron (Blixer 2, Robot Coupe) durante 8 minutos a 3000 rpm y tamizaron,
seleccionandose aquellas particulas con un didmetro inferior a 0,5 mm. La extraccion
fue llevada a cabo en recipientes herméticos de cristal, protegidos de la luz e inmersos
en un bafio termostatico (22+2 °C) con agitacion a 170 rpm (SBS40, Stuart,
Staffordshire, UK) durante 24 h.

El solvente empleado fue etanol:agua (80:20, v/v) y se utilizd una relacion
muestra/volumen solvente de 0,125 g/mL. Los extractos obtenidos se filtraron (0,45 um
CA, Whatman Schleicher & Schuell) para eliminar impurezas y se almacenaron en
recipientes herméticos protegidos de la luz. Todas las experiencias de extraccion se
realizaron como minimo por triplicado.

2.4. Estabilizacion por secado de los extractos de hoja de olivo.

Con el fin de evaluar la influencia del estado del extracto (liquido o deshidratado)
en su potencial antioxidante, parte de los extractos de hoja de olivo obtenidos fueron
deshidratados mediante dos métodos diferentes: secado a 120 °C y secado a 55 °C a
vacio (0,2 bar). En ambos casos se emple6 una estufa (Vaciotem, P- Selecta), donde
los extractos se mantuvieron hasta alcanzar peso constante. Una vez deshidratados,
el polvo seco se recogio y almacend en recipientes herméticos protegidos de la luz.
Todos los secados se realizaron por triplicado.

2.5. Almacenamiento de los extractos.

Con el objetivo de estudiar el efecto de la temperatura y el tiempo de
almacenamiento en las propiedades de los extractos, éstos fueron almacenados a 4,
25y 35 °C durante 4 semanas. De los extractos deshidratados, una parte se re-diluy6
y almacené en estado liquido, mientras que otra se almacend como polvo (siendo re-
diluida en el momento de realizar los analisis). A lo largo del tiempo de
almacenamiento, los dias 0, 7, 14, 21 y 28 se tomaron muestras para caracterizar en
cada momento los extractos.

2.6. Evaluacién del potencial bioactivo.
2.6.1. CONTENIDO TOTAL EN COMPUESTO FENOLICOS.

La cantidad de compuestos fendlicos se determind por el método descrito por
Singleton y col. (1999). Siguiendo este procedimiento, 100 pyL de muestra se
mezclaron en una cubeta de 4,5 mL con 0,2 mL de reactivo Folin-Ciocalteau (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia) y 2 mL de agua destilada. Esta mezcla se incubd a
temperatura ambiente (25 °C) durante 3 min. Pasado el tiempo de incubacion, se
afadi6 1 mL de Na,COs; 20 % (p/v) (Panreac, Barcelona, Espafia) y se incub6
nuevamente durante una hora a temperatura ambiente y en la oscuridad. Por ultimo,
se midié la absorbancia de las muestras a 765 nm utilizando un espectrofotometro
(Helios Gamma, Thermo Spectronic, Cambridge, UK). Todos los ensayos se
realizaron, al menos, por triplicado.



Para poder expresar las absorbancias medidas con el espectrofotometro en
concentraciones equivalentes de acido géalico (GAE), se realiz6 una recta de calibrado
con disoluciones de concentraciones de acido galico conocidas (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafa) utilizando el mismo solvente que en la extraccion (etanol:agua, 80:20,
v/v). Los resultados fueron expresados como mg de acido gélico (GAE) por mL de
extracto.

2.6.2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE.

La medida de la capacidad antioxidante mediante el método FRAP (Ferric-reducing
ability power) se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito por Benzie y Strain
(1996) con algunas modificaciones (Pulido y col., 2000). En primer lugar, se preparé el
reactivo FRAP a partir de las siguiente disoluciones (1:1:1): tampon acetato sdédico
anhidro (Panreac, Barcelona, Espafia) 0,3 M pH 3,6, TPTZ (2,4,6-tri(2- piridil)-s-
triazina; Fluka, Steinheim, Alemania) 10 mM en HCI 40 mM y FeCl; 6H,0 (Panreac,
Barcelona, Espafia) 20 mM. A continuacion, se mezclaron 30 yL de agua destilada, 30
ML de muestra o blanco y 900 pL de reactivo FRAP, la mezcla se incub6 a 37 °C
durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se midi6 la absorbancia de las muestras a
595 nm utilizando un espectrofotbmetro (Helios Gamma, Thermo Spectronic,
Cambridge, UK). Todas las medidas se realizaron, al menos, por triplicado.

La capacidad antioxidante fue evaluada a partir de una recta de calibrado que
permiti6é transformar la absorbancia en concentracién de trolox (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia). La recta fue obtenida a partir de disoluciones de trolox de concentracion
conocida utilizando el mismo solvente que en la extraccién (etanol:agua, 80:20, v/v).
Los resultados fueron expresados como mg de trolox por mL de extracto.

2.6.3. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS PRINCIPALES
COMPUESTOS POLIFENOLICOS (HPLC-DAD/MS-MS).

Con el fin de identificar y cuantificar los principales compuestos presentes en los
extractos de hoja de olivo, las muestras se analizaron empleando un equipo de
cromatografia liquida de alta presién (HPLC serie 1100, Agilent Technologies, Inc.,
Palo Alto, CA, USA) controlado por el programa Chemstation. El equipo de HPLC fue
acoplado a un espectrometro de masas (Esquire 3000+, Bruker Daltonics, GmbH,
Alemania) equipado con una fuente de ionizacion por electronebulizacion (ESI) y un
analizador de masas de trampa de iones, y controlado con el programa Esquire para el
control y andlisis de datos. Se empleé como fase estacionaria una columna Merk
Lichrospher 100RP-18 (5 um, 250 x 4 mm) termostatada a 30-35 °C y como fases
moéviles (A) acido acético al 2,5 % y (B) acetonitrilo.

La separacion se llevé a cabo a través de un método de gradiente linear utilizando
acido acético al 2,5 % (v/v) (A) y acetonitrilo (B), empezando la secuencia con 10 % B
y programando el gradiente para obtener a los 10 min 20 % B, a los 35 min 40 % B, a
los 40 min 100 % B, a los 45 min 100 % B, un 10 % de B alos 46 miny un 10 % B a
los 50 min. El flujo fue de 1 mL/min y los cromatogramas monitorizados a 240, 280 y
330 nm. Las condiciones operativas del espectrometro de masas se optimizaron para
poder alcanzar la méxima sensibilidad. La fuente de ionizacion por electronebulizacion
(ESI) del espectrometro de masas operd en modo negativo para generar los iones [M—
H] bajo las siguientes condiciones: temperatura de disolucion de 365 °C, temperatura



de vaporizaciéon 400 °C; flujo de nitrégeno seco 12 L/min y una presién en el
nebulizador de 4,83 bar. Los datos provenientes del detector de masas fueron
adquiridos en un rango de 50 a 1100 m/z, usando un tiempo de captura para los iones
dentro de la trampa de 200 ms.

Los principales compuestos fueron identificados mediante HPLC-DAD
(Cromatografia Liquida de Alta Presion- Diodo Array), comparando el tiempo de
retencion, el espectro UV y los datos de la espectrometria de masas (MS-MS) de los
picos encontrados en las muestras con los datos de los compuestos encontrados en la
literatura.

Para la cuantificacion de los compuestos polifendlicos mayoritarios presentes en
los extractos se emplearon patrones comerciales: oleuropeina (Extrasynthese, Genay
Cedex, Francia) y luteolina-7-O-glucdsido (Phytolab, Vestenbergsgreuth, Alemania).
En el caso del verbascdsido se utilizé un extracto purificado (96,85 %) proporcionado
por la Universidad Miguel Herndndez (Elche, Espafia). La evaluacion cuantitativa de
los compuestos se realizd con una curva de calibrado para cada polifenol, utilizando
soluciones de etanol (oleuropeina) o metanol (verbascdsido y luteolina) de
concentracion conocida. La concentracion de los compuestos se expresé como mg de
polifenol por mL de extracto.

2.7. Resumen de la metodologia experimental.

En la Figura 1 se muestra un resumen del trabajo experimental realizado. En
primer lugar, se realizaron dos tipos de deshidratacion de la hoja de olivo: secado a
120 °C vy liofilizacién. A partir de estos dos materiales deshidratados y de hojas
frescas, se obtuvieron extractos que fueron almacenados a 4 °C y caracterizados sus
cambios en compuestos bioactivos a lo largo de 4 semanas. Asi, pudo estudiarse la
influencia del secado del material vegetal y el tiempo de almacenamiento sobre la
capacidad antioxidante y el contenido fendlico de los extractos.

A continuacion, se realiz6 una nueva serie de experimentos con los extractos
obtenidos a partir de las hojas secadas a 120 °C. Los extractos se estabilizaron
mediante secado a 120 °C y a 55 °C con vacio. De esta manera, se pretendio evaluar
si el secado del extracto influy6 en su potencial antioxidante.

Posteriormente, una parte de los extractos deshidratados fue re-diluida y
almacenada en estado liquido, mientras que otra se almacen6é como polvo. Los
extractos se sometieron a distintas condiciones de almacenamiento durante 4
semanas: refrigeracion (4 °C), T® ambiente (25 °C) y alta temperatura (35 °C). Asi, se
evalué como el tiempo y las condiciones de almacenamiento del extracto afectaron a
la capacidad antioxidante y el contenido fendlico.
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FIGURA 1. Resumen del trabajo experimental.

2.8. Andlisis estadistico.

Se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) con el fin de determinar los efectos
significativos de las variables objeto de estudio, adoptando un nivel de significancia de
95 %. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el software Statgraphics Plus 5.1
(Gréficos Estadisticos, Rockville, MD, EE.UU.).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Influencia del secado de la materia prima en la evoluciéon del potencial
antioxidante de los extractos durante su almacenamiento.

Con el fin de determinar la influencia del secado de las hojas de olivo sobre la
evolucion del potencial antioxidante de los extractos durante su almacenamiento
(4 °C), la materia prima fue deshidratada mediante dos métodos de secado diferentes:
aire caliente a 120 °C (AC-120) y liofilizacién (LF). Ademas, los extractos obtenidos a
partir del material deshidratado se compararon con los obtenidos a partir del material
fresco.



Como puede observarse en la Figura 2, el método de secado influyé de manera
significativa (p<0,05) tanto en la capacidad antioxidante (CA) como en el contenido
total en compuestos fendlicos (CTF) de los extractos. Asi, mientras que las hojas
frescas y las LF mostraron un potencial antioxidante (CA y CTF) similar, las hojas AC-
120 presentaron una CA (11,51+0,03 mg trolox/mL extracto) y un CTF (7,17+0,09 mg
GAE/mL extracto) significativamente (p<0,05) superiores. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Siddhuraju (2007), quien observd que los extractos obtenidos a
partir de semillas de Tamarindus indica secadas a alta temperatura (135 °C) mostraron
una capacidad antioxidante mas alta que los extractos obtenidos a partir del material
fresco. Por lo tanto, a pesar de que las altas temperaturas no se consideran en la
bibliografia adecuadas para el tratamiento de algunos subproductos vegetales con alto
contenido fendlico (Dorta y col., 2012), en este estudio el secado por aire caliente a
120 °C proporciond los extractos de hoja de olivo con mayor potencial antioxidante.
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FIGURA 2. Evolucion de la Capacidad antioxidante (a) y Contenido total en
compuestos fendlicos (b) de los extractos obtenidos de hojas de olivo frescas, secadas
por aire caliente a 120 °C (AC-120) y liofilizadas (LF) durante el almacenamiento a
4 °C.

La influencia positiva del secado a alta temperatura en el potencial antioxidante de
los extractos podria ser debida, entre otros factores, al estrés provocado sobre la
estructura vegetal. Durante el secado AC-120, las altas temperaturas ejercen gran
presion sobre las paredes celulares mientras que durante la liofilizacion, el estrés es
debido al dafio ocasionado por la formacién de cristales de hielo. En ambos casos, el
secado provoca la degradacién de la pared celular facilitando la eliminacién de agua
(Hossain y col., 2010) y, a su vez, la extraccién de compuestos intracelulares como los
polifenoles y las enzimas oxidativas, destacando entre ellas la polifenoloxidasa. Las
altas temperaturas empleadas durante el secado por aire caliente podrian desactivar
las enzimas, evitando y/o minimizando la degradacion de los compuestos fendlicos
(Ortega-Garcia y col., 2008). Sin embargo, las bajas temperaturas empleadas en LF
mantendrian las enzimas en estado latente. Por lo tanto, durante la extraccion, las
enzimas latentes presentes en el material LF recuperarian su capacidad oxidativa
disminuyendo el potencial antioxidante del extracto. Por su parte, en las hojas frescas,
las enzimas se encuentran activas promoviéndose su liberacion y la degradacion de
los compuestos fendlicos mediante la molienda y extraccion, respectivamente.

El almacenamiento de los extractos obtenidos a partir de las hojas secadas (AC-
120 y LF) y frescas se realiz6 a 4 °C ya que las bajas temperaturas reducen la



actividad de la polifenoloxidasa y peroxidasa (Balois-Morales y col., 2007). De este
modo, pudo evaluarse Unicamente el efecto del método de secado sobre el potencial
antioxidante y la composicion de los extractos a lo largo del tiempo. La evolucion de la
CA (Figura 2a) puso de manifiesto que el secado de la materia prima Unicamente tuvo
un efecto significativo (p<0,05) durante el almacenamiento a partir del dia 21. Hasta
ese momento, los tres tipos de extractos mantuvieron practicamente constante su CA.
Sin embargo, a partir del dia 21 en los extractos AC-120 y LF se produjo una caida de
la CA del 35% y 61 %, respectivamente. Por el contrario, la CA de los extractos
obtenidos a partir de las hojas frescas fue, al final del almacenamiento, practicamente
igual que la inicial. En cuanto a la evolucién del CTF, a diferencia de la CA, no se
observé ningun descenso independientemente del procesado de la materia prima.
Esto podria ser debido a la capacidad que tienen los compuestos fendlicos para
reaccionar entre si y/o degradarse dando lugar a compuestos con mayor 0 menor
capacidad antioxidante (Ryan y col., 2003).

Con el fin de profundizar en la composicion de los diferentes extractos, se
identificaron (Figura 3 y Tabla 1) y cuantificaron los principales compuestos fendlicos
(Figura 4). El perfil fendlico fue el mismo en todos los casos, coincidiendo con el de
otros extractos de hoja de olivo que han sido previamente caracterizados en la
bibliografia (Benavente-Garcia y col., 2000). Sin embargo, si se observaron diferencias
significativas (p<0,05) entre los extractos en la concentracion de los compuestos
mayoritarios  (oleuropeina,  verbascésido y luteolina-7-O-glucésido).  Las
concentraciones mas altas de estos compuestos (Figura 4) correspondieron a los
extractos con mayor CA y CTF, es decir, los obtenidos a partir de las hojas AC-120.
Cabe destacar la alta concentracion de oleuropeina conseguida con el secado por aire
caliente a 120 °C (11,2+0,9 mg oleuropeina/mL extracto). Esta concentracién fue
practicamente 5 y 17 veces superior a la obtenida en los extractos de hojas LF y
frescas, respectivamente. Ademas de la ya mencionada actividad enziméatica en las
hojas LF y frescas, en estas ultimas, las bajas concentraciones polifendlicas podrian
deberse a que no se esté extrayendo todos los compuestos fendlicos. Esto se deberia
a que, como se ha mencionado anteriormente, el secado previo facilita la liberacién de
los compuestos al solvente.

TABLA 1. Identificacién de los principales compuestos de los extractos de hoja de
olivo mediante HPLC-ESI-MS/MS.

N° Pico Compuesto fendlico Mas?gr}wn?(lﬁ;:ular Tiempo (dnf]eirr];atenuén
1 Apigenina-6,8-diglucésido 594,52 9,76
Apigenina-6,8-diglucosido (isomero) 594,52 12,42
2 Luteolina-3',7-di-O-glucésido 610,52 11,53
Luteolina-3',7-di-O-glucdsido (isémero) 610,52 12,42
3 Verbascésido 624,60 15,05
Luteolina-7-O-glucosido 448,38 15,79
Luteolina-7-O-glucésido (isbmero) 448,38 19,11
5 Apigenina-7-rutinésido 578,53 17,61
6 Apigenina-6,8-diglucdsido 594,52 18,12
7 Oleuropeina 540,52 19,67
Oleuropeina (isémero) 540,52 21,80
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FIGURA 3. Cromatograma a 280 nm del extracto obtenido a partir de hojas secadas a
120 °C (AC-120).

Durante el almacenamiento pudo apreciarse que la influencia del secado del
material vegetal fue distinta para cada uno de los compuestos estudiados. Asi, aunque
no se observod una tendencia clara se pueden destacar algunos aspectos. A partir de
los 14 dias de almacenamiento, se observd un aumento en el contenido de
oleuropeina (Figura 4a) tanto en las muestras AC-120 como en las LF,
incrementandose el contenido inicial en un 10,3 y 55,1 %, respectivamente. El método
de secado influyd significativamente (p<0,05) en el contenido de verbascésido
conseguido al final del almacenamiento (Figura 4b), asi en comparacion con el dia 0,
éste aumentd en los extractos AC-120 (7,7 %) mientras que disminuyd en los LF
(7,9 %). En cuanto a la luteolina-7-O-glucésido (Figura 4c), el secado de la materia
prima promovio la degradaciéon de este compuesto a lo largo del almacenamiento. Sin
embargo, su contenido se mantuvo e incluso aumentd ligeramente en los extractos
obtenidos a partir de material fresco. En base a los resultados obtenidos, el
comportamiento de un mismo compuesto fenélico durante el almacenamiento podria
verse influenciado por el resto de compuestos fendlicos (mayoritarios y minoritarios)
que le acompafian en el extracto.

En vista de los resultados obtenidos, parece que las concentraciones de los
compuestos mayoritarios, oleuropeina y verbascdsido, contribuyen a mantener el CTF
de los extractos durante el almacenamiento. No obstante, el descenso de la CA
observado al final del almacenamiento podria atribuirse tanto a la degradacion de la
luteolina-7-O-glucdsido, y otros compuestos minoritarios, como a la antes mencionada
transformaciéon de unos compuestos polifendlicos en otros con menor capacidad
antioxidante. Por ejemplo, el hidroxitirosol, producto de la degradacién de la
oleuropeina y, a su vez, precursor de la misma, posee una mayor capacidad
antioxidante (Benavente-Garcia y col., 2000). Asi, la formacién de oleuropeina (Figura
4a) a partir de hidroxitirosol reduciria la CA del extracto (Figura 2a).
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FIGURA 4. a) Evolucion del contenido de oleuropeina (a), verbascdsido (b) y luteolina-
7-O-glucésido (c) durante el almacenamiento a 4 °C de extractos obtenidos a partir de
hojas frescas, secadas por aire caliente a 120 °C (AC-120) y liofilizadas (LF).

3.2. Influencia del método de deshidratacion del extracto en su potencial
antioxidante.

Con el objetivo de evaluar la influencia del método de deshidratacion de los
extractos en su potencial antioxidante, los extractos AC-120 se deshidrataron a 120 °C
(AC-120) y 55 °C a vacio (0,2 bar) (55 °C+V). Posteriormente, los extractos fueron re-
diluidos para analizar la CA, el CTF y el contenido de los compuestos fendlicos
mayoritarios.

La deshidratacion del extracto tuvo un efecto significativo (p<0,05) en su potencial
antioxidante (Tabla 2). Asi, independientemente del método de secado, se encontré
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una reduccion de la CA 'y el CTF en torno al 10 %. Estos resultados son similares a los
obtenidos en el secado de otros extractos naturales ricos en compuestos antioxidantes
aplicando distintas técnicas. Asi, Fang y Bhandari (2011), tras el secado por
atomizacién de zumo de arrayan (bayberry) consiguieron retener el 94 % de la CA y el
96 % del CTF de los extractos. Por su parte, Benelli y col. (2013) consiguieron secar
extractos de plantas aromaticas mediante “spouted bed” alcanzando un 91,48 % del
CTF original. Esta reduccion del potencial antioxidante inicial de los extractos podria
deberse a varios factores. En primer lugar, los compuestos fendlicos ya extraidos del
material vegetal y presentes en el extracto tienen un mayor contacto con el oxigeno
del aire de secado, lo que favoreceria la oxidacién de los compuestos bioactivos
(Nicoli y col., 1999). En segundo lugar, las altas temperaturas pueden promover la
degradaciéon y/o volatilizacion de algunos compuestos termosensibles (Dorta y col.,
2012), ya que en este caso los compuestos fendlicos estan menos protegidos que
durante el secado de la materia prima.

TABLA 2. Caracterizacion del extracto inicial de hojas de olivo secadas a 120 °C y del
extracto deshidratado a 120 °C (AC-120) y 55 °C a vacio (0,2 bar) (55 °C+V).

Inicial Secado a120 °C  Secado a 55 °C+V
Capacidad antioxidante a b b
(mg trolox/mL extracto) 13,40+0,09 12,1+0,2 12,4+0,5
Contenido total en compuestos fendlicos a b b
(mg GAE/ML extracto) 8,20+0,03 7,60£0,05 7,33+0,04
Oleuropeina a b a
(mg oleuropeina/mL extracto) 1241 10,9203 13,7+0.8
Verbascosido 0,30£0,02  0,2600+0,0114% 0,2910,013
(mg verbascdsido/mL extracto) e ' - e
Luteolina-7-O-glucosido 1,330+0,006° 1,2040,03° 1,31+0,08°

(mg luteolina-7-O-glucésido/mL extracto)

A pesar de que el secado a 55 °C+V disminuy6 la CA y CTF, no afecto
significativamente (p<0,05) al contenido de ninguno de los compuestos fendlicos
cuantificados, siendo sus concentraciones muy similares a las determinadas en el
extracto inicial (Tabla 2). Por el contrario el secado a 120 °C redujo de manera
significativa (p<0,05) el contenido de oleuropeina y luteolina-7-O-glucosido. El efecto
negativo de las altas temperaturas sobre la concentracion de luteolina, compuesto
perteneciente a la familia de los flavonoides, coincidié con el observado en otros
flavonoides como la diadzeina y genisteina (Ungar y col., 2003).

Las diferencias entre los dos métodos empleados para la deshidratacion del
extracto de hoja de olivo podrian considerarse minimas, ya que Unicamente se
encontraron diferencias en los contenidos de oleuropeina y luteolina-7-O-glucosido. En
cambio, si existi6 una clara influencia del método de deshidratacion en el tiempo de
secado, siendo éste de 4,5 y 19,5h para 120°C y 55 °C+V, respectivamente.
Consecuentemente, de cara a la aplicacion industrial del secado de los extractos de
hoja de olivo mediante aire caliente, seria mas recomendable el secado a 120 °C.
Este, no sélo reduciria los tiempos de procesado sino que también abarataria el coste
al permitir trabajar en continuo y sin la necesidad de utilizar equipos de vacio.
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3.3. Influencia de las condiciones de almacenamiento en el potencial
antioxidante de los extractos.

Con el fin de evaluar la influencia de las condiciones de almacenamiento sobre el
potencial antioxidante de los extractos de hojas de olivo deshidratados, éstos fueron
almacenados en forma liquida (re-diluidos tras su secado) y en polvo a diferentes
temperaturas: 4, 25y 35 °C durante 28 dias.

Los resultados obtenidos mostraron que ni el estado de los extractos (liquido o
polvo) ni la temperatura de almacenamiento influyeron de manera significativa
(p<0,05) en la CA (Figura 5) de los extractos. En general, la CA present6 una ligera
tendencia a aumentar hasta los 21 dias de almacenamiento. A partir de ese momento,
se produjo una reduccion que dio lugar a valores finales de CA cercanos a los iniciales
(dia 0). Este descenso durante la Gltima semana de almacenamiento coincidié con el
anteriormente mencionado para los extractos almacenados a 4 °C obtenidos
directamente de las hojas de olivo deshidratadas (Figura 2a). A pesar de no haber una
clara influencia de las condiciones de almacenamiento, si pudo apreciarse alguna
particularidad. Los extractos deshidratados a 120 °C y almacenados como polvo
presentaron valores ligeramente mas altos que los extractos liquidos, destacando a 4 y
25 °C un incremento de la CA inicial de 4,9 y 9,5 %, respectivamente (Figura 5c).
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FIGURA 5. Evolucion de la capacidad antioxidante (CA) a 4, 25 y 35 °C de los
extractos a) deshidratados a 120 °C y almacenados en forma liquida (re-diluidos), b)
deshidratados a 55 °C a vacio (55 °C+V) y almacenados en forma liquida (re-diluidos),
c) deshidratados a 120 °C y almacenados en polvo y d) deshidratados a 55 °C a vacio
(55 °C+V) y almacenados en polvo.
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En cuanto al CTF (Figura 6), al igual que la CA, su evolucidon durante el
almacenamiento mostré una tendencia similar a los extractos sin deshidratar (Figura
2b), manteniéndose el CTF practicamente constante. En cuanto a la influencia de las
condiciones de almacenamiento, los extractos deshidratados a 120 °C (Figura 6a y 6c)
apenas mostraron diferencias en su CTF, independientemente del estado del extracto
y la temperatura de almacenamiento. Sin embargo, no ocurrid lo mismo en los
extractos deshidratados a 55 °C+V (Figura 6b y 6d). En este caso, a los 28 dias, si
hubo una reduccién del 32,4 % del CTF en los extractos almacenados en polvo a
35°C (55(P)-35°C). Asi, la temperatura de almacenamiento tuvo un efecto
significativo (p<0,05) en los extractos secados a 55 °C+V y almacenados en polvo
(Figura 6d).
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FIGURA 6. Evolucion del contenido total en compuestos fendlicos (CTF) a 4, 25 y
35 °C de los extractos a) deshidratados a 120 °C y almacenados en forma liquida (re-
diluidos), b) deshidratados a 55 °C a vacio (55 °C+V) y almacenados en forma liquida
(re-diluidos), c) deshidratados a 120 °C y almacenados en polvo y d) deshidratados a
55 °C a vacio (55 °C+V) y almacenados en polvo.

Los resultados obtenidos para la CA y CTF, difieren de los observados por Flores y
col., (2014) en el almacenamiento a distintas temperaturas de extractos de orujo de
arandano encapsulados y deshidratados por atomizacion, donde con el transcurso de
los dias se aprecié un incremento tanto de la concentracion total de compuestos
fendlicos como de la capacidad antioxidante. Los extractos de hoja de olivo no
mostraron ese incremento en el potencial antioxidante durante su almacenamiento. Sin
embargo, podria afirmarse que a las temperaturas estudiadas, tanto los extractos
liquidos (con alta actividad de agua) como los polvos fueron capaces de mantener el
potencial antioxidante inicial. Este hecho también se contrapone a otros estudios
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donde el incremento de la temperatura de almacenamiento y la actividad de agua del
extracto atomizado favorecieron la degradacion del contenido en compuestos fenélicos
y la reduccion de la capacidad antioxidante (Fang y Bhandari, 2011; Vongsak y col.,
2013).

Las condiciones de almacenamiento tampoco tuvieron una influencia significativa
(p<0,05) en la evolucién del contenido de los compuestos polifendlicos mayoritarios.
Por esta razén, en la Figura 7 Unicamente se muestran los contenidos de estos
compuestos al final del periodo de almacenamiento.
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FIGURA 7. Contenido en oleuropeina de los extractos a) deshidratados a 120 °C y b)
deshidratados a 55°C a vacio (55°C+V); verbascosido de los extractos c)
deshidratados a 120 °C y d) deshidratados a 55 °C a vacio (55 °C+V) y luteolina-7-O-
glucésido de los extractos e) deshidratados a 120 °C y f) deshidratados a 55 °C a
vacio (55 °C+V), a los 28 dias de almacenamiento.
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Ninguna de las combinaciones de las condiciones de almacenamiento supuso una
reduccién drastica del contenido final de los compuestos fendlicos cuantificados (Tabla
2 y Figura 7). No obstante, el estado de los extractos (polvo o liquido), afect6
especialmente a los extractos 55 °C+V almacenados a 4 °C. En ellos, la concentracion
de los compuestos polifendlicos en el polvo fue menor que en la muestra liquida. Las
diferencias fueron del 11,9, 20,6 y 15,4 % para la oleuropeina (Figura 7b),
verbascosido (Figura 7d) y luteolina-7-O-glucésido (Figura 7f), respectivamente.

Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos, podria afirmarse que los extractos
de hoja de olivo deshidratados son estables durante, al menos, 30 dias
independientemente de la temperatura de almacenamiento y el estado del extracto
polvo o reconstituido como liquido.

4. CONCLUSIONES

El secado de la hoja de olivo tuvo un efecto significativo en el potencial
antioxidante de los extractos. Asi, el secado a altas temperaturas (120 °C), resultd ser
el método de secado que proporciond los extractos con mayor capacidad antioxidante
y mayores contenidos de oleuropeina, verbascésido y luteolina-7-O-glucésido. En
cuanto a la deshidratacion de los extractos, ésta Unicamente supuso una reduccién de
alrededor del 10 % del potencial bioactivo, siendo minimas las diferencias entre la
deshidratacién a 120 °C y 55 °C+V. El estudio del almacenamiento de los extractos
puso de manifiesto que, durante 4 semanas, el potencial antioxidante de los extractos
de hoja olivo podria considerarse estable independientemente del estado del extracto
(liquido o polvo) y la temperatura de almacenamiento.
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