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¢, Que es PPP?
;. Por que PPP =177
. Como hacer PPP =177




PPP: porcentaje de pirofeofitina “a”

PPP: Percentage of [Pyro[dheophytin

Pirofeofitina “a”

v' Se forma a partir de feofitina “a”

» Marcador de las condiciones de almacenamiento del AOV.
» Conexion con la fecha de consumo preferente del AOV:

“Best before”




Reglamento (UE) n°® 1169/2011

sobre la informacion alimentaria facilitada al consumidor

CAPITULO IV

INFORMACION ALIMENTARIA OBLIGATORIA
SECCION 1, Articulo 9

Lista de menciones obligatorias:

v fecha de duracion minima o de caducidad

AQOV: “sin especificar”

v condiciones especiales de conservacion

AQOV: “al abrigo de la luz y del calor”




Necesitamos una base cientifica para
otorgar una fecha de consumo preferente:

v’ garantias al consumidor
v' no en forma aleatoria ni generalizada

Se demandan meéetodos para predecir

la vida util del aceite de oliva




Vida util de un alimento

Periodo en que puede mantenerse, en las condiciones

de almacenamiento especificadas,
sin que pierda su seguridad y calidad 6ptimas

L
Fecha de consumo preferente

o -




¢ Quién y como la establece?

v A criterio del envasador

v 18-24 meses?

La vida util empieza desde |la elaboracion

¢Almazara? ;Envasadora?

¢, Qué edad tiene nuestro aceite?




Iniciativa positiva & compleja

Estudios de vida util

Dependen:

v Proceso de fabricacion: calidad
v'Tipo de envasado
v Condiciones de almacenamiento




ESTUDIOS DE VIDA UTIL

Monitorizar el envejecimiento
.Como?

Midiendo un parametro sensible a
las condiciones especiales de almacenamiento del AOV:

“al abrigo de la luz y el calor”,
en funcion del tiempo y la temperatura

¢, Qué parametro utilizar?
parametros de calidad

reglamentados:
Acidez, Ks, IP

Otros parametros quimicos:

se pueden aplicar para Vo.Iat_lle,s.

rastrear el deterioro o el Diglicéridos
envejecimiento del AOV bajo Fenoles

diferentes condiciones de Pigmentos clorofilicos

almacenamiento



Monitorizar el envejecimiento

¢, Qué hacer?

» Tests de almacenamiento real: modelos empiricos
predecir en condiciones especificas

» Un paso mas: modelo cinético
Predecir en funcidon de variables del almacenamiento

2008: primeros estudios cinéticos (indice de perdxidos; Ks).




Monitorizar el envejecimiento

“* Pigmentos clorofilicos

1) Tests de almacenamiento real:
AOVs de distintas variedades:
vtemperatura controlada de 15°C
vtemperatura ambiente

2) Estudio termocinético de degradacion:
vdiferentes temperaturas controladas
vdiferentes aceites




Establecer
“un modelo cinético de prediccion”

parametro de degradacion elegido

% de pirofeofitina a

PPP




sque conseguimos?

predecir la evolucion de PPP
durante el almacenamiento del AOV

.en gue condiciones?

N/

¢ NO en unas unicas condiciones concretas,
sino en funcidon de las condiciones térmicas
del almacenamiento:
Opciones:
v Temperatura fija controlada
v Temperatura ambiente del lugar




¢,Por que elegimos PPP?

v'Pigmento no propio del AOV recién extraido
v'Se forma durante el almacenamiento del AOV
v’ ES muy sensible a la temperatura
v'Porcentaje de PP permite eliminar variables:
Contenido total en pigmentos
f (variedad y estado de madurez)




PERFIL DE PIGMENTOS COMO INDICE DE
AUTENTICIDAD Y CALIDAD

Aceite de oliva virgen fresco
Pigmentos del +
Fruto fresco

CLOROFILAS

Clorofila a
Clorofila b

Clorofilas alomerizadas:
132 OH-clororiflas

151 OH-Lactona-clorofilas
Clorofilidas*

Pigmentos productos de la
elaboracion

Cambios quimicos y enzimaticos

CAROTENOIDES




PERFIL DE PIGMENTOS COMO INDICE DE
AUTENTICIDAD Y CALIDAD

Aceite de oliva virgen fresco

Pigmentos del Pigmentos productos de la
Fruto fresco elaboracion

Cambios quimicos y enzimaticos

CLOROFILAS
Clorofila a Feofitinas ay b
Clorofila b
Clorofilas alomerizadas: Feofitinas alomerizadas:
132 OH-clorofilas 132 OH-feofitinas
151 OH-lactona-clorofilas 151 OH-lactona-feofitinas
Clorofilidas* *feoforbidas

CAROTENOIDES CAROTENOIDES
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Perfil de pigmentos es sensible a
la degradacion durante el
almacenamiento del AOV

Incluso “al abrigo de laluzy el




Cambios asociados al almacenamiento
Feofitinizacion

H+

—p | Feofitinas
_Mg2+

- Oscuridad y Oxigeno limitado

Pirofeofitinizacion

Feofitinas |—" | Pirofeofitinas
-COOMe

Alomerizacion/Oxidaccion

Feofitinas |—» Derivados
alomerizados

Luz

132 OH-feofitinas

Derivados

Incoloros




ALMACENAMIENTO A 15°C
Cambios en concentracion de PP (umol/kg)
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Gallardo-Guerrero L., Roca M., Gandul-Rojas B. and Minguez-Mosquera M.l. 2005 Effect of storage on the original
pigment profile of spanish virgin olive oil. J. Am Oil Chem. Soc. 82:33-39



ALMACENAMIENTO A 15°C

Porcentaje de Pirofeofitina (PPP)
PPP: 100 x pirofeofitina “a”/(pirofeofitina “a” + feofitina “a”)

% Pfa =100 x Pfa /(Pfa + fa)

S
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Pirofeofitina "a“ (%)
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Tiempo de almacenamiento (meses)

Gallardo-Guerrero L, Roca M, Gandul-Rojas B, Minguez-Mosquera. 2004 39INTERNATIONAL CONGRESS ON “PIGMENTS
IN FOOD MORE THAN COLOURS...”Storage influence on the initial content and class of pigments of virgin olive oil”.




ALMACENAMIENTO A TEMPERATURA AMBIENTE
Cambios en PPP

Temperature
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1) Gandul-Rojas B, Roca M, Carmona-Ramoén C, Minguez-Mosquera MI 1999. 1"INTERNATIONAL CONGRESS ON
PIGMENTS IN FOOD TECHNOLOGY: “Stability of chlorophyll pigments during storage of virgin olive oil”.
2) Gandul-Rojas B, Hornero-Méndez D, Roca M, Aparicio-Ruiz R, Minguez Mosquera MI. 2005. 26" WORLD CONGRESS

AND EXHIBITION OF THE ISF. MODERN ASPECTS OF FATS AND OILS. "Determination of pyropheophytin to pheophytin
ratio as quality index in extra virgin olive oils”.

3) Roca, M, Aparicio-Ruiz R, Gandul-Rojas B, Minguez-Mosqguera MI. 2006. 4" EURO FED LIPID CONGRESS: OILS, FATS
AND LIPIDS FOR A HEALTHIER FUTURE. Chemistry behind colour of virgin olive oil.




ALMACENAMIENTO A TEMPERATURA AMBIENTE

Cambios en PPP

Temperature

Picual

@
c
=
>
<
o
o
5}
<
o
o
S
>
(o
(=]
>

1
5 6 7 8 9 10 11 12
Time of storage (month)




% Pirofeofitina a

Parametro Marcador de :

- Grado de frescor
- Condiciones térmicas

l

Investigar
dependenciaconlaT

» establecer un modelo cinético

describir los cambios del parametro PPP.



Monitorizar el envejecimiento del AOV

1) Elegir pardmetro: PPP

2) Tests de almacenamiento real

3) Establecer un modelo cinético

capaz de predecir su evolucion en F (variables del almacenamiento):
tiempo y temperatura
Fijas: oscuridad y disponibilidad limitada de oxigeno




ESTUDIO TERMOCINETICO

Caracterizacion de las reacciones de termo-degradacion

de “feofitina “a”

en funcion de:
 Temperatura

E60°C ESOOC ElOOOC ElZOOC

t. 744h  370h 64h

X 32

20 mL | |




Tipo de matriz :

— segun un contenido en pigmentos:
e alto
 medio
* bajo

3 Muestras de AOV de la cooperativa “Sor Angela de la Cruz”, Oleoestepa.

Contenido en pigmentos (nmol/kQ)
- de obtencidn - Clorofilas Serie “a”

Noviembre 16484,6 + 322,9
“ Diciembre 9146,3 £ 469,5
Enero 3185,0 + 154,4

*Objeto de la Tesis Doctoral de R. Aparicio-Ruiz, 2008



ESTUDIO TERMOCINETICO

kta =k1+k3tks+k7

COOH COOR,

Incoloros




Velocidad de la reaccidon, V

SNl —
dt

[C] =[C], e~*!

Ki, = kit k3tks+k7
[Fa] = [Fal, @

k[Fa]o Kot kot |4 [ -t
[Pirofa] = ” k € ]+[Py(a]oe



Estudio cinético:
120 °C en Matriz Noviembre (alta pigmentacion)

Analisis de regresion no lineal haummdll Constantes cinéticas, k
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A

adecuado para describir
estas transformaciones




Parametros termodinamicos
Constantes [NISEUCREURERE
cinéticas I[N D E

Ln (k) BB

Ecuacion de Arrhenius




Ln k, (h™)

210 F
12 +
14 +

0,0010

Rectas de Arrhenius
Formacion de PyFa en 3 medios de reaccion.

Intervalos de confianza al 95%.

o PyaN: R?=0,985; y = 26,247 - 10702,925%x

\\

Lnk, (h?)

~~
~

I I S I -

6,0025 0,0026  0,0027 0,0028 0,0029 0,0030 0,0031

T (K?) ) ) \ AN

\ o PyaD: R?=0,957; y = 27,236 - 11216,067*x]
N \\ PyaE: R?=0,982; y = 24,339 - 10138,580*|

0,0015 0,0020 0,0025 0,0030 0,0035

THKY

0,0040

No existe punto de corte:

- rectas casi paralelas y
proximas.

- todos los puntos dentro
del minimo intervalo de
confianza.

- Son rectas isoentalpicas
e isoentropicas

\V

El mecanismo
Nno se ve afectado,
en ninguna de sus etapas
por el tipo de matriz oleosa

Los parametros termodinamicos aqui caracterizados pueden

ser extrapolados a cualquier tipo de matriz de VOO



Las ecuaciones matematicas que nos
describen ladependencia de las velocidades
de reaccidon con la temperatura pueden ser
extrapolados a cualquier tipo de AOV.

Que quiere esto decir:

Que hemos obtenido nuestro pretendido
modelo para predecir la formacion de PP con
el tiempo y latemperatura de
almacenamiento y que se puede aplicar a
cualquier aceite de AOV.

Aparicio-Ruiz R, Minguez-Mosquera MI, Gandul-Rojas B. 2010. “Thermal Degradation Kinetics of Chlorophyll Pigments
in Virgin Olive Oils. 1. Compounds of Series “a”. J. Agric. Food Chem. 58:6200-6208




Modelo de prediccion

srs—— _|__[Pya](®) y
PPy aO= ByalmFaim |

[Pirofa] = lral [e Hal_g 'kZ‘t]

[Fa]=[Fa], @ 5= kta




Validacion del Modelo

Predicciones del modelo
para el almacenamiento a temperatura ambiente

oo menso B [ k] ke L

Febrero 11,4 ©C

Marzo 15,6 °C
Abril 19,2 ©C
Mayo 22,3 °C
Junio 26,2 °C
Julio 28,2 °C
Agosto 27,8 °C

Septiembre 24,1 ©C

Octubre 20,4 °C

Noviembre 13,7 °C

Diciembre 12,2 °C

Enero 10,3 °C




Aplicacion del Modelo

Predicciones del modelo
para el almacenamiento a temperatura ambiente.

. Arbequina |
. Blanqueta |

“~. Blanqueta Il
“~._ Cornicabra |

Cornicabra Il
. Picual |
-2 Prediccion
~ & Confianza -95%
~ § Confianza +95%
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Ajuste mediante algoritmo spline. Los limites de confianza corresponden a los resultados experimentales.

Aparicio-Ruiz R, Roca M, Gandul-Rojas B 2012 “Mathematical model to predict formation of
pyropheophytin a in virgin olive oil during the storage”. J. Agric. Food Chem. 60:7040-7049.




Prediccion de la evolucion PPP en aceites almacenados
durante un ano a temperaturas controladas
de 15°C a 35°C.

El nivel de corte segun almacenamiento a temperatura ambiente:
12 meses: 14% (maximo en 12 meses) 17% (media en 18 meses)
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Vida util |:> Fecha de consumo preferente

m e Ieleia el el a T et =ttt Calidad Sensorial

Marcador quimico
de almacenamiento
% Tiempo y condiciones de
almacenamiento




Fecha de consumo preferente

o T .

A, =

—_———— odad del aceite”

'

Rastrear el tiempo y las condiciones
del almacenamiento a granel

Temperatura media ECELLLLLLLL
Lugar de destino

fecha de consumo preferente
B 4?‘1’ T mr

Tl
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Aplicaciones del Modelo

A: Prediccion de la perdida de frescor del aceite de oliva virgen.

f (T) de almacenamiento:
- fija controlada
- ambiente variable

B: Establecer su fecha de consumo preferente o vida util.

- Marcado un limite para PPP

C: Detectar un almacenamiento en condiciones adversas.

PPP teorico << PPP experimental
- altas temperaturas y/o iluminacion

PPP teorico = PPP experimental

- almacenamiento correcto




Un ejemplo:

Consumo preferente: Diciembre 16

PPP en Abril 16

Le restan 9 meses de almacenamiento

A una media anual de 12 % de incremento de
PPP (1% mensual ) = 9%

S ; PPP < 177 RV

8% maximo que deberiamos exigir a este aceite en este momento




ANALISIS DE PPP

HPLC + DETECCION Vis a 410nm

PPP = (Area PFa/ (Area PFa + Area Fa))x 100

Peso de | Volumen | Factor Deteccidn REFERENCIA
muestra | final dilucién
Inyeccion 89 100mL 12,5 Visible Psomiadou and
directa Tsimidou 1998
Inyeccion 0,29 1mL 5* Fluorescencia | Lietal 2015
directa
SPE 19 200 uL 0,20 Visible Minguez et al. 1992
SPE 0,39 200 uL 0,67 Visible ISO 29841:2009
(Gertz et al. 2006)
SPE 19 1mL 1 Visible Fang et al. 2015
(FDA Taiwan)
SPE 0,59 3mL 6* Fluorescencia | Hornero et al. 2005
LPE 10-15¢g 1.5mL 0,1-0,15 Visible Minguez et al. 1992




Almacenamiento Luz vs Oscuridad

Table 1. PPP content during the whole experiment under
light exposure, darkness and by mathematical model
prediction (A = 410 nm).

M.M.P. Darkness

Time (h) PPP

0 5,65
120 6,20
6,61

240
14 d
456

+ I+ 1+ |+

7,34
552 7,63
28 d 7,93
768 8,12
888 8,44
984 8,69
1152 9,30
1272 9,58
1392 9,80

“M.M.P., mathematical model prediction; SD, standard deviation; h,
hour; PPP, pyropheophytin percentage.

Fotooxidaccion Fa >PFa [ eV (MERAE), m

Aparicio-Ruiz R, Roca M, Gandul-Rojas, B. 2016 “Comparison of the evolution of the percentage of pyro-pheophytin ain
virgin olive oil under fluorescent light exposure versus dark storage” (en preparacién).

+ + + + + I+
=+ I+ 1+ I+ I+ I+




Fotooxidaccion Fa >PFa (e P EuEY(HERRE)) m
Altos LOD 2 Resultados erréoneos

Si Pfa no se detecta

100 x Pfa /(Pfa +fa) =0 @1@

PPP = no detectado

v' Después de un minimo almacenamiento PP debe ser detectada




C',QUé es PPP? % Pfa = 100 x Pfa /(Pfa + fa)

Porcentaje de pirofeofitina a

Marcador quimico del tiempo y condiciones térmicas de
almacenamiento del AOV en oscuridad

¢ Por quée PPP =177

Valor medio después de 18 meses de
almacenamiento a temperatura ambiente
: AOVE = AQV?

. Como hacer PPP =17 ?

Controlando que la temperatura de almacenamiento
no supere los 22 °C.

Evitando |la luz
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