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MFC Minimum fungicidal concentration 

mg Milligram 

MIC Minimum inhibitory concentration 

min Minute 

mL Mililiter 

MMM Multifrequency multimode modulated 

mmol  Milimole 

MNV Murine norovirus 

MS Mass spectrometry 

MT-2 Human lymphoblastic cell line 

MUFA Monounsaturated fatty acids 

NCI-H460  Lung carcinoma cell line 

nm  Nanometers 

NMR Nuclear magnetic resonance 
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NO Nitric oxide  

O2 Oxygen 

ºC Celsius degree 

ODS Objetivos de Desarrollo Sostenible de las Naciones Unidas 

OMS Organización Mundial de Salud 

OMWW Olive mill wastewater 

OPP Oriented polypropylene 

OxHLiA Oxidative hemolysis inhibition assay 

P Power 

PAL Phenylalanine ammonia-lyase 

PBS Phosphate-buffered saline  

Pec Pectinase 

PEF  Pulsed electric field extraction 

pH Potential of hydrogen 

PLA Polylactic acid 

PLE Pressurized liquid extraction 

PLP2 Non-tumour porcine liver primary culture 

PMMA Polymethyl methacrylate 

PUFA Polyunsaturated fatty acids 

PVN Paraventricular nucleus 

RAW 264.7  Murine macrophage cell 

RSA Radical scavenging activity  

RSM Response surface methodology 

RT  Room temperature 

RR  Respiration rate 

S Solvent 

SC-CO2 Supercritical CO2 extraction 

SET Single electron transfer 
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SFE Supercritical fluid extraction  

SDG United Nations Sustainable Development Goals 

SHR Spontaneously hypertensive rat 

SI International System of Units 

SLE Superheated liquid extraction  

SRB Sulforhodamine B 

t Time 

T Temperature 

TA Titratable acidity 

TBA  Thiobarbituric acid  

TBARS Thiobarbituric acid reactive substances 

TLC  Thin-layer chromatography 

TPC Total Phenolic Content  

TRPA1 Transient receptor potential ankyrin 1 

TRPV1 Transient receptor potential vanilloid 1 

TSB Tryptic Soy Broth 

TSS Total soluble solids 

TTR Transthyretin 

UAE Ultrasound-assisted extraction 

UCASUL União de Cooperativas Agrícolas do Sul 

UFP Unidades Formadoras de Placa 

VRBA Violet Red Blue Agar  

W Watt 

WHO World Health Organization 

γ-radiation Gamma radiation 
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ABSTRACT 

Olive oil production is one of the most important industries in the countries of the 

Mediterranean region. Olive pomace is the residue generated from these industries that 

use a two-phase centrifugation system. These residues have harmful effects in the 

environment due to their high organic content and phytotoxicity. Thus, their management 

and disposal have raised increasing concern by the environmentalists, researchers and 

society in general. On the other hand, these residues present high content of bioactive 

compounds with putative health benefits and their recovery has aroused considerable 

interest for food industries in developing functional foods, due to the demonstrated 

antioxidant, antimicrobial, antiviral, anti-inflammatory and anticancer activities of these 

valuable compounds.  

Ionizing radiation is a simple, modern and environment friendly technology capable to 

decompose complex molecules into small ones, as well as to promote an improvement 

in the beneficial bioactive properties of different matrices such as industrial and municipal 

wastewaters, agro-industrial residues, fresh fruits and aromatic and medicinal plants. 

In the present work, the feasibility of using gamma radiation for improving the 

extractability of valuable compounds present in olive pomace samples was evaluated. 

Furthermore, the extraction conditions to recover the main compounds from the 

irradiated olive pomace were also optimized in order to find out the most promising 

extract to incorporate as a food preservative in fresh-cut apples and to extend their shelf 

life. Two types of olive pomace, Crude Olive Pomace (COP) and Extracted Olive Pomace 

(EOP), and different absorbed doses (5, 10, 16 and 22 kGy) were initially assayed to 

determine the best conditions to improve the extractability of the natural bioactives.  

Hydroxytyrosol was the most abundant compound (25 ± 1 mg/g extract in EOP and 23.9 

± 0.3 mg/g extract in COP) present in the studied olive pomace extracts, followed by 

hydroxytyrosol-1-β-glucoside (9.8 ± 0.4 mg/g extract in EOP and 9.94 ± 0.08 mg/g extract 

in COP), tyrosol (5.9 ± 0.2 mg/g extract in EOP and 5.9 ± 0.4 mg/g extract in COP), 

luteolin-7-O-rutinoside (3.1 ± 0.1 mg/g extract in EOP and 4.1 ± 0.2 mg/g extract in COP), 

oleuropein aglycon (3.0 ± 0.3 mg/g extract in EOP and 3.1 ± 0.1 mg/g extract in COP) 

and verbascoside (2.29 ± 0.03 mg/g extract in EOP y 3.4 ± 0.2 mg/g extract in COP). 

Regarding the effect of gamma radiation, an increasing of at least 2-fold in polyphenols 

extractability from EOP extracts was achieved using an absorbed dose of 5 kGy, while 

improving the antioxidant activity of the extracts by the inhibition of lipid peroxidation and 

antihemolytic activity, maintaining the latter in values similar to those obtained for the 
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reference antioxidant, Trolox. Both extracts of COP and EOP samples presented 

antimicrobial activity against different studied bacterial (MIC = 20-40 mg/mL) and fungi 

(MIC = 40 mg/mL) strains, but EOP extracts were more effective against Escherichia coli 

and Pseudomonas fluorescens (MIC = 20 mg/mL). Moreover, no toxicity in non-tumor 

hepatic cells (PLP2) was observed for any of the extracts and gamma radiation treatment 

did not cause variation in the antimicrobial activity and hepatotoxicity of the extracts. 

With the achieved results, EOP sample irradiated at 5 kGy was selected to optimize the 

extraction conditions of the main bioactive compounds, especially hydroxytyrosol and 

tyrosol, present in the extracts using heat-assisted extraction (HAE) and ultrasound-

assisted extraction (UAE). Response Surface Methodology (RSM) was employed to 

explore the possible relations between different extraction variables (i.e., time – t, solvent 

concentration – S, temperature – T, and Power – P). In the optimal conditions obtained, 

UAE reduced the extraction time and the solvent consumption when compared to HAE 

(t = 28 min, P = 490 W and S = 7.3% ethanol for UAE; t = 120 min, T = 85 ºC and S = 

76% ethanol for HAE) and led to higher extraction yields (UAE yield = 30%; HAE yield = 

13.7%). Nevertheless, when comparing the bioactivities of the extracts obtained by the 

two processes, HAE extracts presented higher antioxidant capacity, requiring less 

concentration of extract to inhibit TBARS formation and oxidative hemolysis, as well as 

higher antibacterial and anti-inflammatory activities. Other promising results for the HAE 

extracts were obtained by the increased antidiabetic activity, evaluated by the inhibition 

in α-amylase and α-glucosidase activities, and cytotoxic effect against breast 

adenocarcinoma (MCF-7) cells compared to UAE extracts. In fact, the α-glucosidase 

inhibition of HAE extracts (IC50 value of 14 ± 1 mg/mL) did not differ significantly from 

that of the standard positive control acarbose (IC50 value of 11 ± 1 mg/mL). 

In order to maintain the consumers’ interest in healthier foods, food industries are always 

seeking for innovative approaches to develop new functional products, and a great 

attention has been given to natural additives. In this sense, extracts of irradiated olive 

pomace recovered using HAE optimal conditions were tested as potential substitutes to 

ascorbic acid in delaying the oxidation of fresh-cut apples. Besides the antioxidant 

capacity, the potential inhibition of microbial growth and changes produced in 

physicochemical characteristics (texture, weight loss and colour) were evaluated during 

12 days of refrigerated storage. Furthermore, two different films, biodegradable polylactic 

acid (PLA) and commercial oriented polypropylene (OPP) films, were explored for 

packaging the fruit slices in order to assess the most adequate one to ensure the desired 

quality of the fruit. Fresh-cut apples with natural olive pomace extracts presented higher 

growth inhibition of mesophilic bacteria and filamentous fungi for 5 days of storage at 4 
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ºC, and no detection of coliforms was verified along the 12 days of storage, contrary to 

what was observed for the samples treated with ascorbic acid. In general, the olive 

pomace extracts preserved or improved the phenolic content and antioxidant potential 

of the fruits packaged in PLA bags, when compared to ascorbic acid and to OPP bags, 

without significant changes in their texture. On the other hand, olive pomace extracts 

showed lower microbial diversity than ascorbic acid samples, supporting their potential 

to be used as a natural antimicrobial preservative in ready-to-eat foods. A storage of 5 

days in refrigerated conditions could be proposed to produce these snacks using olive 

pomace extracts with similar or higher quality than the ones using the commercial 

antioxidant. 

The overall results obtained in this Thesis can be useful to fulfil the needs of the food 

industries in producing new ingredients for the development of functional food products 

(Sustainable Development Goals – SDG 2 and 3). The reuse of agro-industrial wastes 

to recover new compounds as natural alternatives to the synthetic preservatives 

contributes for the sustainability of both agro-industrial sector and environment, also 

promoting the circular economy concepts and the awareness of “zero waste” strategy 

(SDG 9). 

 

  



30 
 

RESUMEN 

La industria del aceite de oliva es una de las más importantes en los países de la región 

mediterránea. El orujo de aceituna es el residuo generado en estas industrias que 

utilizan un sistema de centrifugado en dos fases. Estos residuos tienen efectos nocivos 

en el medio ambiente debido a su alto contenido orgánico y fitotoxicidad. Por ello, su 

gestión y eliminación son causa de una creciente preocupación para ambientalistas, 

investigadores y sociedad en general. Por otro lado, estos residuos aún poseen 

cantidades relevantes de compuestos bioactivos con potenciales beneficios para la 

salud, al presentar una diversidad de actividades biológicas, como pueden ser 

antioxidante, antimicrobiana, antiviral, antiinflamatoria o anticancerígena, por lo que su 

recuperación ha despertado el interés de las industrias alimentarias, que ven en ellos 

una oportunidad para el desarrollo de sustancias nutracéuticas y alimentos funcionales. 

La radiación ionizante es una tecnología sencilla, moderna y respetuosa con el medio 

ambiente capaz de descomponer moléculas complejas en otras más pequeñas, así 

como de promover una mejora en las propiedades bioactivas beneficiosas de diferentes 

matrices como vertidos industriales, frutas frescas o plantas aromáticas y medicinales. 

En el presente trabajo se evaluó la viabilidad del uso de radiación gamma para mejorar 

la extractabilidad de compuestos de interés presentes en muestras de orujo de oliva. 

Además, se optimizaron las condiciones de extracción para recuperar los principales 

bioactivos del orujo de oliva irradiado y seleccionar el extracto más prometedor para 

incorporar como conservante en manzanas recién cortadas con el objeto de extender 

su vida útil. Se partió de dos tipos de orujo de oliva, Orujo de Aceituna Crudo (COP, 

crude olive pomace) y Orujo de Oliva Extraído (EOP, extracted olive pomace), que se 

sometieron a diferentes dosis de radiación absorbidas (5, 10, 16 y 22 kGy) con el fin de 

encontrar las mejores condiciones de extractabilidad de los componentes bioactivos. 

El hidroxitirosol fue el compuesto más abundante (25 ± 1 mg/g extracto en EOP y 23.9 

± 0.3 mg/g extracto en COP) presente en las muestras de orujo de oliva analizadas, 

seguido de hidroxitirosol-1-β-glucósido (9.8 ± 0.4 mg/g extracto en EOP y 9.94 ± 0.08 

mg/g extracto en COP), tirosol (5.9 ± 0.2 mg/g extracto en EOP y 5.9 ± 0.4 mg/g extracto 

en COP), luteolina-7-O-rutinósido (3.1 ± 0.1 mg/g extracto en EOP y 4.1 ± 0.2 mg/g 

extracto en COP), oleuropeína aglicón (3.0 ± 0.3 mg/g extracto en EOP y 3.1 ± 0.1 mg/g 

extracto en COP) y verbascósido (2.29 ± 0.03 mg/g extracto en EOP y 3.4 ± 0.2 mg/g 

extracto en COP). Mediante el empleo de radiación gamma, se logró un aumento de al 

menos 2 veces en la extractabilidad de los polifenoles en los extractos de EOP usando 
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una dosis absorbida de 5 kGy, al mismo tiempo que mejoró la actividad antioxidante de 

los extractos en su capacidad para inhibir la peroxidación lipídica y la actividad 

antihemolítica, manteniendo esta última valores similares a los obtenidos con el 

antioxidante de referencia (Trolox).  

Tanto los extractos de las muestras de COP como de EOP presentaron actividad 

antimicrobiana contra las cepas bacterianas (MIC = 20-40 mg/mL) y fúngicas (MIC = 40 

mg/mL) estudiadas, aunque los extractos de EOP fueron más efectivos para inhibir el 

crecimiento de Escherichia coli y Pseudomonas fluorescens (MIC = 20 mg/mL). 

Además, no se observó toxicidad en células hepáticas no tumorales (PLP2) para ambos 

extractos y el tratamiento con radiación gamma no provocó tampoco variación ni en la 

actividad antimicrobiana ni en la hepatotoxicidad de los extractos. 

En base a los resultados obtenidos, se seleccionó la muestra de EOP irradiada a 5 kGy 

para la optimización de las condiciones de extracción de los principales compuestos 

bioactivos presentes en los extractos, principalmente hidroxitirosol y tirosol, mediante 

extracción asistida por calor (HAE, heat-assisted extraction) y extracción asistida por 

ultrasonidos (UAE, ultrasound-assisted extraction). Se empleó la metodología de 

superficie de respuesta (RSM, Response Surface Methodology) para explorar las 

posibles relaciones entre diferentes variables (tiempo – t, concentración de solvente – 

S, temperatura – T y potencia – P). En las condiciones óptimas obtenidas, la UAE redujo 

el tiempo de extracción y el consumo de solvente en mayor medida que la HAE (t = 28 

min, P = 490 W y S = 7,3% de etanol para UAE; t = 120 min, T = 85 ºC y S = 76% de 

etanol para HAE), y condujo también a mayores rendimientos de extracción (rendimiento 

de UAE = 30%; rendimiento de HAE = 13.7%). Sin embargo, al comparar las 

bioactividades de los extractos obtenidos por los dos procesos, los extractos de HAE 

presentaron mayor capacidad antioxidante que los de UAE, requiriendo menor 

concentración de extracto para inhibir la formación de TBARS y la hemólisis oxidativa, 

así como mayor actividad antibacteriana y antiinflamatoria. Otro resultado prometedor 

para los extractos de HAE fue la mayor actividad antidiabética (evaluada por la inhibición 

de α-amilasa y α-glucosidasa) y efecto citotóxico en células de adenocarcinoma de 

mama (MCF-7) en comparación con los extractos de UAE. De hecho, la inhibición de α-

glucosidasa obtenida para los extractos de HAE (IC50 = 14 ± 1 mg/mL) no difirió 

significativamente de la del control positivo acarbosa (IC50 = 11 ± 1 mg/mL). 

Las industrias alimentarias buscan constantemente enfoques innovadores para 

desarrollar nuevos productos funcionales que permitan mantener el interés de los 

consumidores en alimentos más saludables y, en este sentido, se ha prestado gran 

atención a los aditivos naturales. Teniendo esto en cuenta, se realizaron ensayos para 
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evaluar el empleo de los extractos de orujo de oliva irradiado obtenidos en las 

condiciones óptimas de HAE como posibles sustitutos del ácido ascórbico para retrasar 

la oxidación de manzanas recién cortadas. Además, se estudió el potencial de los 

extractos para inhibir el crecimiento microbiano, así como los posibles cambios 

fisicoquímicos (textura, pérdida de peso y color) que podrían producirse a lo largo de 12 

días de almacenamiento en refrigeración. Se valoraron también dos recubrimientos 

diferentes, ácido poliláctico (PLA, polylactic acid) biodegradable y películas de 

polipropileno orientado (OPP, oriented polypropylene) comercial, como material para 

envasar piezas de fruta fresca recién cortadas, con el objeto de seleccionar el más 

adecuado para asegurar la calidad deseada. La adición de extractos naturales de orujo 

de oliva a las piezas de manzanas fue más eficaz que la de ácido ascórbico para inhibir 

el crecimiento de bacterias mesófilas y hongos filamentosos durante 5 días de 

almacenamiento a 4 ºC, y no se verificó detección de coliformes durante los 12 días de 

almacenamiento. En general, los extractos de orujo de oliva conservaron o mejoraron el 

contenido fenólico y el potencial antioxidante de los frutos envasados en bolsas de PLA, 

en comparación con el ácido ascórbico, sin cambios significativos en su textura. Por otro 

lado, los extractos de orujo de oliva mostraron una menor diversidad microbiana que las 

muestras en ácido ascórbico, suportando su potencial para ser utilizados como un 

conservante antimicrobiano natural en alimentos frescos listos para el consumo. Los 

resultados obtenidos permiten proponer el empleo de extractos de orujo de oliva para 

asegurar el almacenamiento de este tipo de aperitivo durante 5 días en condiciones de 

refrigeración con eficacia similar o superior a los que utilizan ácido ascórbico. 

Los resultados globales obtenidos en esta Tesis pueden ser útiles para la obtención de 

ingredientes naturales que permitan el desarrollo de nuevos productos alimenticios 

saludables (Objetivos de Desarrollo Sostenible - ODS 2 y 3) capaces de satisfacer las 

necesidades de las industrias alimentarias y de los consumidores, a la vez que 

contribuyen a la sostenibilidad tanto del sector agroindustrial como del medio ambiente, 

promoviendo los conceptos de economía circular y “cero residuos” (ODS 9). 
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1.1. Residuos agroindustriales  

Con el mundo en rápido desarrollo, las industrias agroalimentarias están generando 

grandes cantidades de desechos que pueden tener efectos nocivos en el medio 

ambiente con consecuencias sobre la salud humana y animal, mientras que, por otro 

lado, pueden aún contener componentes valiosos que podrían ser útiles en diferentes 

sectores industriales. Esta problemática ha obligado a buscar nuevos enfoques para 

reutilizar los residuos agroindustriales de manera más eficiente, brindando beneficios 

ambientales y contribuyendo a la sostenibilidad económica. Así, por ejemplo, se pueden 

utilizar como fertilizantes agrícolas, para la producción de biocombustibles y enzimas, la 

preparación de sistemas poliméricos biodegradables, compostaje o extracción de 

aromatizantes, conservantes y compuestos bioactivos para su empleo en alimentos 

(Yusuf, 2017). 

 

1.1.1. Industria del aceite de oliva 

La producción de aceite de oliva es una de las industrias más importantes para la 

economía de los países de la región mediterránea, en la cual se produce alrededor del 

70% de aceite de oliva mundial (Dermeche et al., 2013; Roig et al., 2006). 

La extracción del aceite de oliva comprende diferentes etapas, como son el lavado de 

la aceituna, el estrujado, el batido de las pastas resultantes y la propia extracción, que 

constituye la etapa básica del proceso (Roig et al., 2006; Zbakh and El Abbassi, 2012). 

La extracción se puede realizar por procesos discontinuos (prensado tradicional) o 

continuos (centrifugación). Para los procesos de centrifugación, existen dos sistemas 

posibles, denominados sistema trifásico y bifásico. En el sistema trifásico se genera una 

torta sólida y dos productos líquidos, aceite de oliva y grandes cantidades de un residuo 

acuoso conocido como alpechín (agua residual de almazara). En el sistema de dos 

fases, utilizado en las unidades modernas para reemplazar la tecnología trifásica, se 

usa menos agua (reducciones de alrededor del 80%) durante el proceso, lo que significa 

que el volumen de agua residual producida y los requisitos de energía se reducen en 

comparación con el sistema trifásico (Azbar et al., 2004; Dermeche et al., 2013). En el 

proceso bifásico, se genera una fase líquida (aceite) y un residuo semisólido, 

denominado alperujo, constituido por una mezcla de orujo de aceituna y alpechín 

(Caporaso et al., 2018; Rodrigues et al., 2015).  

En Portugal, esta industria originó más de 600 000 t de residuos en el año 2020 (Muniz, 

2021), cuyo vertido sin tratamiento tendría un impacto negativo en el medio ambiente. 
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No obstante, estos residuos también presentan un valor añadido potencial para 

diferentes y numerosos sectores (Figura 1):  

 Tratamiento de los suelos, no solo por su bajo coste sino también por su 

potencial para mejorar la fertilidad del suelo y reducir los riesgos de degradación 

del suelo (Federici et al., 2017; Majbar et al., 2018; Regni et al., 2017); 

 Biomasa para producir combustibles renovables (Abu Tayeh et al., 2014; Al-

Addous et al., 2017; Al Afif & Linke, 2019; Messineo et al., 2020; Rincón, et al., 

2013; Romero-García et al., 2014; Serrano et al., 2017; Valenti et al., 2017); 

 Adsorbentes para el control de la contaminación del agua (Abdelhadi et al., 2017; 

Anastopoulos et al., 2015; Fernández-González et al., 2019; Fernando et al., 

2009; Martín-Lara et al., 2013; Martinez-Garcia et al., 2006; Pagnanelli et al., 

2003);  

 Fabricación de ladrillos, reemplazando el agua dulce y reduciendo así el 

consumo de ésta (de la Casa & Castro, 2014; de la Casa et al., 2009; Eliche-

Quesada et al., 2014; Mekki et al., 2006, 2008);  

 Elaboración de alimentos para animales (Dunne, 2019; Estaún et al., 2014; 

Gerasopoulos et al., 2015; Gerasopoulos, et al., 2015; Molina-Alcaide et al., 

2010; Rojas-Cano et al., 2014);  

 Producción de materiales de envasado biodegradables (de Moraes Crizel et al., 

2018; Lammi et al., 2018);  

 Obtención de ingredientes funcionales para las industrias alimentaria, cosmética 

y nutracéutica (Araújo et al., 2015; Caporaso et al., 2018; Galanakis et al, 2018; 

Rodrigues et al., 2015, 2017; Vitali Čepo et al., 2018; Zbakh & El Abbassi, 2012).  
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Figura 1. Aplicaciones del orujo de oliva en diferentes sectores. 

 

1.1.2. El orujo de oliva como fuente de compuestos 

bioactivos 

En el momento actual, la mayor parte de las almazaras, tanto en España como en 

Portugal, emplean el sistema bifásico de extracción. A pesar de la notable reducción 

que se consigue en la producción de aguas residuales en relación con el sistema 

trifásico, el orujo húmedo de oliva (alperujo) continúa siendo uno de los subproductos 

agrícolas más contaminantes en la región mediterránea (Papaioannou et al., 2013). Sin 

embargo, también contiene altas cantidades de sustancias con interés potencial para la 

industria alimentaria, como fibra dietética, azúcares, ácidos grasos, fitoesteroles, 

terpenoides, tocoferoles, secoiridoides y una variedad de compuestos fenólicos, 

incluyendo alcoholes y ácidos fenólicos, flavonoides o lignanos (El-Abbassi et al., 2012; 
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Nunes et al., 2018; Papaioannou et al., 2013; Yakhlef et al., 2018). Entre otras 

actividades, estos compuestos tienen un alto potencial como agentes antioxidantes, 

antiinflamatorios y antimicrobianos (Bulotta et al., 2014; Leouifoudi et al., 2014; Ribeiro 

et al., 2021b; Schaffer et al., 2010)  

De acuerdo con la información revisada por Otero et al. (2021), durante la producción 

del aceite de oliva la cantidad de compuestos bioactivos extraídos que pasan a estar 

presentes en el aceite es muy baja, quedando la mayoría de ellos en los residuos. Por 

otra parte, el tipo y cantidad de compuestos fenólicos en el orujo de aceituna es variable 

y puede verse influido por factores diversos, como la variedad y cultivar de aceituna, la 

madurez del fruto, las condiciones climáticas y de crecimiento, el momento de la 

recolección y el proceso de extracción (Dermeche et al., 2013). Por esta razón, los datos 

de composición fenólica que se encuentran en la literatura no son siempre consistentes, 

al derivar de muestras de diferentes países y regiones, y probablemente obtenidos en 

diferentes períodos del año y mediante distintas metodologías analíticas. Por ejemplo, 

oleuropeína (81,7 – 83,9 mg/kg) y ligstrósido aglicón (27,1 – 31,1 mg/kg) fueron 

identificados como los compuestos más abundantes en orujos de oliva del Parque 

Nacional del Cilento, en Italia (Cioffi et al., 2010). En muestras de orujo de Argelia 

también se encontró oleuropeína (144 μg/g) como compuesto mayoritario, mientras que 

secoxiloganina (55 μg/g), loganina (47 μg/g) y cianidina-3-O-glucósido (39 μg/g) se 

detectaron por primera vez en estos residuos (Moudache et al., 2020). Malapert et al., 

(2018) describieron hidroxitirosol (370,7 mg/L), hidroxitirosol glucósido (165,2 mg/L) y 

tirosol (148,4 mg/L) como compuestos mayoritarios en orujos de aceituna procedentes 

de Baux-de-Provence (Francia). Igualmente, Nunes et al. (2018) observaron 

hidroxitirosol (83,6 mg/100 g peso fresco), como compuesto más abundante en orujo de 

aceituna de la región de Trás-Os-Montes (Portugal), representando el 54% de los 

compuestos fenólicos presentes, seguido de comselogósido (25% de fenoles totales). 

Hidroxitirosol fue también el compuesto fenólico mayoritario (hasta 1624,8 mg/kg de 

peso fresco) encontrado en extractos de muestras españolas de alperujo tratadas 

hidrotérrmicamente analizadas por Rubio-Senent et al. (2012), donde también se 

detectaron elevadas concentraciones de derivados del secoiridoide ácido elenólico 

(hasta 990 mg/kg), producidos durante el proceso de extracción. Además de los 

anteriores, una diversidad de compuestos han sido descritos en menor cantidad en 

orujos de oliva, como verbascósido, ácido gálico, ácido cafeico, ácido vanílico, ácido p-

cumárico o distintos flavonoides, como rutina (quercetina-3-O-rutinósido), luteolina-7-O-

rutinósido, luteolina-7-O-glucósido o apigenina-7-O-rutinósido (Cioffi et al., 2010; 
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Malapert et al., 2018; Peralbo-Molina et al., 2012; Rubio-Senent et al., 2013, 2012) 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2. Estructuras químicas de los principales compuestos fenólicos del orujo de 
oliva. 
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1.1.3. Extractos de orujo de oliva como ingredientes 

funcionales para productos alimenticios 

La preocupación de los consumidores por productos alimenticios más saludables ha 

conducido a una mayor búsqueda por parte de las industrias alimentarias de 

ingredientes naturales que puedan satisfacer esta demanda al mismo tiempo que 

garantizan la calidad de los alimentos. En los últimos años se han desarrollado varias 

metodologías para extraer compuestos bioactivos del orujo de oliva, que luego han sido 

incorporados a alimentos, fundamentalmente con el objetivo de aumentar la resistencia 

de los mismos a la oxidación, alargando así la vida útil manteniendo o mejorando sus 

propiedades nutricionales (Difonzo et al., 2021). Entre otros, se han utilizado en 

derivados de pescado (Cedola et al., 2017) y productos lácteos (Ribeiro et al., 2021a) o 

de panadería (Cecchi et al., 2019; Cedola et al., 2020; Cedola et al., 2019; Durante et 

al., 2019; Lin et al., 2017; Souza et al., 2022). Estos nuevos ingredientes también 

pueden proporcionar beneficios para la salud, aumentando aún más el valor añadido de 

los alimentos suplementados (Araújo et al., 2015; Difonzo et al., 2021; Nunes et al. 

2016).  

Ribeiro et al. (2021a) demostraron que la incorporación de orujo de oliva en polvo 

aportaba propiedades saludables a los yogures, al aumentar su capacidad antioxidante 

debido a la presencia de compuestos fenólicos, así como la cantidad de ácidos grasos 

mono- y poliinsaturados. Igualmente, hamburguesas de pescado enriquecidas con un 

10% de harina de pasta seca de olivas mostraron una mejora en la actividad 

antioxidante, aunque los compuestos fenólicos añadidos aportaban cierto sabor amargo 

y picante, haciendo los productos menos agradables para el consumo (Cedola et al., 

2017). Recientemente, Souza et al. (2022) incorporaron extractos de orujo de oliva en 

muffins, observando un aumento en los contenidos de fibra dietética, cenizas y lípidos, 

así como efectos positivos en la textura y una tonalidad más oscura, característica de 

estos ingredientes. Lin et al. (2017) también encontraron un aumento en los niveles de 

fibra dietética, asociado a un menor índice glucémico en galletas enriquecidas con 

extractos de orujo de oliva, en comparación con los productos tradicionales. El 

enriquecimiento de taralli, un producto de panadería típico italiano, con extractos de 

orujo de oliva fermentados condujo a niveles más altos de compuestos bioactivos que 

el producto convencional, permitiendo mantener en niveles más bajos el contenido de 

ácidos grasos saturados durante 90 días de almacenamiento en establecimientos 

minoristas (Durante et al., 2019). La incorporación de extractos de orujo de oliva en el 

pan también mejoró su contenido en compuestos fenólicos y su actividad antioxidante 
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(Cedola et al., 2020, 2019). Cecchi et al. (2019) analizaron las propiedades sensoriales 

y la aceptación por parte del consumidor de pasta, pan y barras de granola fortificados 

con orujo de oliva seco, observando una fuerte influencia sobre la apariencia de la pasta 

y del pan, así como un aumento en el amargor del pan y la granola, pero no de la pasta. 

Aun así, el 30% de los consumidores elegía la muestra enriquecida con relación al 

control para cada alimento, y el 50% estaba dispuesto a pagar más por los productos 

enriquecidos, lo que hacía este residuo interesante para añadir valor económico 

potencial a la industria del aceite de oliva. Además, los autores destacaban que el 

consumo de 63 g de pasta, 18 g de pan y 12 g de barra de granola fortificados podían 

ser suficientes para cumplir con la declaración de propiedades saludables relativa a los 

fenoles del aceite de oliva aprobada por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria 

(EFSA) (Cecchi et al., 2019). 

 

1.2. Tecnologías de irradiación 

1.2.1. Breve introducción a la radiación ionizante 

Las tecnologías de irradiación desempeñan un papel importante en el apoyo al 

desarrollo sostenible. Esta tecnología no requiere adición de agentes químicos o calor 

para inducir cambios en la materia, lo que supone menos gasto energético y hace que 

su huella de carbono sea menor comparada con otras tecnologías, a la vez que genera 

menos residuos. Todo ello hace que sea más rentable y respetuosa con el medio 

ambiente que las alternativas tradicionales (Ferreira et al., 2018).  

Las fuentes de irradiación más comúnmente utilizadas en la industria y la agricultura son 

los rayos gamma y los haces de electrones acelerados (Chernyaev et al., 2019). La 

radiación gamma consiste en fotones emitidos por los isótopos radiactivos cobalto-60 y 

cesio-137, con energías de 1,17 y 1,33 MeV (60Co) y 0,66 MeV (137Cs). La radiación 

mediante haces de electrones se produce a partir de aceleradores de electrones con 

una energía de haz que suele oscilar entre 80 keV y 10 MeV. La principal ventaja de los 

rayos gamma es su gran poder de penetración, mientras que los haces de electrones 

implican menores tasas de irradiación, no involucran una fuente radiactiva y pueden 

encenderse y apagarse cuando sea necesario, lo que les convierte en una tecnología 

más asequible y factible para la aplicación práctica (Jiang and Iwahashi, 2020).  
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1.2.2. Aplicaciones de las tecnologías de irradiación 

Debido a su versatilidad, las radiaciones ionizantes se utilizan actualmente para 

diferentes aplicaciones: esterilización de dispositivos médicos (Buchalla et al., 1995; 

Parsons, 2012), preparación y funcionalización de materiales híbridos que se utilizan 

para aplicaciones biomédicas y envasado de alimentos (Lancastre et al., 2015), 

descontaminación y conservación de documentos en pergamino (Nunes et al., 2013), o 

tratamiento y valorización de efluentes de distintas industrias (Borrely et al., 2016; 

Madureira et al., 2018a, 2018b, 2017). Además, la radiación ionizante tiene aplicaciones 

en procesado de alimentos, habiendo demostrado su eficacia para inhibir bacterias, 

hongos, o virus patógenos, eliminar parásitos, disminuir los brotes postcosecha en 

hortalizas como patatas o cebollas, prolongar la vida útil de los alimentos perecederos 

frescos o mejorar la capacidad de extracción de algunos compuestos químicos 

(Barkaoui et al., 2021a; Cardoso et al., 2019; Elias et al., 2020; Gryczka et al., 2021; 

Guerreiro et al., 2016; Pereira et al., 2018, 2015a, 2015b).  

Guerreiro et al. (2016) y Madureira et al. (2019) demostraron que el tratamiento con 

haces de electrones a 3,6 kGy asociado a almacenamiento refrigerado conseguía 

reducir la población de bacterias mesófilas en cuatro unidades logarítmicas y eliminar 

hongos filamentosos y microorganismos patógenos en tomates cherry, preservando el 

contenido de licopeno y la actividad antioxidante, con efectos mínimos sobre los 

atributos sensoriales y de calidad del fruto. Además, los extractos de licopeno de los 

tomates cherry irradiados promovieron un efecto inhibidor sobre las células de cáncer 

de pulmón humano sin efecto sobre células humanas no cancerosas (Madureira et al., 

2019). Resultados similares se obtuvieron para fresas (Barkaoui et al., 2021a, 2021b) y 

frambuesas (Elias et al., 2020) utilizando radiación gamma y haces de electrones a dosis 

de 2-3 kGy, garantizando la seguridad microbiana de los frutos y permitiendo prolongar 

al mismo tiempo su vida útil en al menos 7 días, a la vez que se obtenían mejoras en la 

calidad sensorial y el contenido bioactivo (Barkaoui et al., 2021a, 2021b). El tratamiento 

con radiación gamma fue, asimismo, capaz de reducir en dos órdenes logarítmicos el 

número de unidades formadoras de placa (UFP)/g de norovirus murino (MNV) y de 

adenovirus humano (HAdV) en fresas y frambuesas con un tratamiento a 4 kGy, y 

también demostró ser útil como tratamiento de desinfección (Pimenta et al., 2019).  

En el caso de las plantas aromáticas y medicinales, la radiación gamma puede utilizarse 

como proceso de descontaminación, mejorando al mismo tiempo la extractabilidad de 

los compuestos bioactivos (Pereira et al., 2018, 2015b). Pereira et al. (2015a) sugirieron 

1 kGy como dosis óptima a aplicar en Ginkgo biloba L. para mantener el perfil nutricional, 
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proteger algunas moléculas, como el α-tocoferol y los ácidos oxálico y málico, y 

aumentar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos. La radiación gamma 

también se mostró eficaz para mejorar la capacidad antibacteriana de extractos de 

hierba luisa, hierbabuena y tomillo. (Pereira et al., 2018). Estos autores también 

observaron que los extractos de hierba luisa irradiados eran capaces de reducir los 

niveles virales de MNV y HAdV. 

Gryczka et al. (2021) pusieron de manifiesto la importancia de una optimización previa 

de los parámetros más adecuados en el uso de tecnologías de irradiación, los cuales 

deben seleccionarse considerando las características de cada alimento. Los autores 

evaluaron el uso de haces de electrones de baja energía para descontaminar pimienta 

blanca y negra, concluyendo que todos los niveles de energía ensayados eran capaces 

de disminuir eficazmente la carga microbiana en la pimienta blanca, mientras que para 

la pimienta negra las energías más bajas probadas eran insuficientes para penetrar 

hasta la profundidad necesaria y lograr la descontaminación. 

La aplicación de radiaciones ionizantes en Alimentación y Agricultura figura entre las 

misiones de la Agencia Internacional de Energía Atómica (AIEA) en colaboración con la 

Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO), que 

tienen como objetivo promover el uso pacífico de las tecnologías de radiación y la 

energía nuclear. 

 

 



44 
 

1.3. Hipótesis de partida 

Teniendo en cuenta los antecedentes disponibles, la presente Tesis Doctoral basa sus 

objetivos en dos hipótesis de partida principales: 

1. Las radiaciones ionizantes son capaces de aumentar la extractabilidad de los 

compuestos fenólicos de los orujos de aceite de oliva; 

2. Los extractos recuperados de los residuos de la industria del aceite de oliva 

pueden utilizarse eficazmente como conservantes naturales en la funcionalización 

de frutas frescas recién cortadas. 

 

1.4. Objetivos y plan de trabajo 

El orujo de oliva es una fuente prometedora de compuestos bioactivos naturales que, 

además de su actividad antioxidante, demuestran propiedades biológicas como 

antimicrobianos, anticancerígenos o antiinflamatorios, pudiendo así ser utilizados en 

formulaciones de productos farmacéuticos y cosméticos o en la fortificación de los 

alimentos.  

Por otra parte, las tecnologías de irradiación son procesos limpios y respetuosos con el 

medio ambiente que no dependen de la adición de productos químicos. Entre otras, la 

irradiación tiene la capacidad de degradar moléculas complejas en compuestos de bajo 

peso molecular, así como de mejorar la extracción y/o las propiedades beneficiosas de 

algunos de los compuestos químicos presentes en alimentos, desechos y plantas. 

El objetivo general de esta Tesis Doctoral se centra en la obtención de bioactivos que 

puedan ser empleados como ingredientes alimentarios a partir del orujo de oliva 

utilizando las radiaciones ionizantes, en una perspectiva de tratamiento y valorización 

de este residuo agroindustrial. En este contexto, durante los últimos cuatro años, se 

abordaron los siguientes objetivos específicos para lograr este propósito general: 

1) evaluar el impacto de las radiaciones ionizantes sobre el orujo de oliva, mediante 

el estudio de la cantidad y el perfil de los principales compuestos fenólicos de los 

extractos obtenidos a partir de las muestras irradiadas y evaluar sus propiedades 

bioactivas (actividades antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, antidiabética y 

antiproliferativa);  

2) optimizar procesos de extracción asistida por calor y por ultrasonidos para mejorar 

tanto la extractabilidad de compuestos fenólicos como de las propiedades bioactivas 

de los extractos; y  
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3) explorar la capacidad del extracto de orujo de oliva obtenido empleando las 

condiciones más favorables para preservar la calidad de las frutas recién cortadas y 

comparar su eficacia como agente antioxidante y antimicrobiano con la del ácido 

ascórbico, el aditivo comercial utilizado con este fin por las industrias alimentarias. 

El estudio se llevó a cabo utilizando dos tipos diferentes de orujo de oliva recolectados 

en la UCASUL – “União de Cooperativas Agrícolas do Sul” (Portugal): Orujo de Oliva sin 

desgrasar o Crudo (COP, crude olive pomace), que consiste en orujo seco antes de la 

extracción del aceite de orujo, y el Orujo de Oliva desgrasado o Extraído (EOP, extracted 

olive pomace), que es el residuo que queda tras la extracción del aceite de orujo. 

Un esquema del plan de trabajo se muestra en la Figura 3. 
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Figura 3. Diagrama esquemático del trabajo experimental desarrollado en la Tesis. 

 

En las siguientes secciones, se presentan los trabajos a los que ha dado lugar esta Tesis 

Doctoral y se realiza una discusión integrada de todos ellos, para resaltar la coherencia 

del enfoque experimental y la relevancia de los resultados obtenidos. Finalmente, se 

extrae una conclusión general con los principales resultados de todo el trabajo, y se 

comentan brevemente las perspectivas futuras para su continuación. 

Se espera que los resultados de este trabajo proporcionen impactos positivos tanto 

ambientales como económicos para las industrias alimentaria y del aceite de oliva. 
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Publicación 1. Effects of Irradiation on Food Bioactives 

Joana Madureira, Lillian Barros, Fernanda M. A. Margaça, Celestino Santos-Buelga, 

Isabel C. F. R. Ferreira, Sandra Cabo Verde 

Capítulo de libro publicado en: Jafari, S.M., Capanoglu, E. (eds) Retention of Bioactives 

in Food Processing. Food Bioactive Ingredients. Springer, Cham, pp 429–465 (2022). 

ISSN 2661-8966. Doi: https://doi.org/10.1007/978-3-030-96885-4  

 

Resumen 

La irradiación es una tecnología prometedora basada en la utilización de radiaciones 

ionizantes (rayos gamma, haces de electrones acelerados y rayos X) para el 

procesamiento de alimentos. Aunque su empleo en alimentos fue propuesto hace más 

de 100 años, solo estuvo disponible para su uso con fines comerciales a partir de la 

década de 1960. Se trata de un proceso no térmico, limpio y ecológico, que no implica 

el uso de productos químicos ni genera residuos. Es una tecnología considerada segura 

y eficaz por la Organización Mundial de la Salud (OMS), la Organización para la 

Agricultura y la Alimentación (FAO) y la Agencia Internacional de la Energía Atómica 

(AIEA). 

Los efectos de las radiaciones ionizantes sobre los alimentos dependen del tipo de 

matriz, tamaño, estado, temperatura y condiciones de irradiación. Está firmemente 

establecido que no provoca radiactividad en los alimentos, los cuales pueden ser, 

además, tratados en su envase final, lo que evita la recontaminación y hace que estén 

disponibles de manera inmediata para su salida a la cadena de distribución. 

En este capítulo, se revisan aspectos generales sobre los procesos de irradiación y se 

discuten los efectos de esta tecnología sobre los componentes bioactivos, así como las 

potenciales aplicaciones industriales de los compuestos recuperados, promoviendo así 

la economía circular para el desarrollo sostenible. 

La revisión realizada pone de manifiesto el valor añadido de los compuestos bioactivos 

extraídos a partir de distintas fuentes alimentarias irradiadas, así como la necesidad de 

profundizar en la investigación sobre su aplicabilidad para la preparación de nuevas 

formulaciones en los sectores alimentario, cosmético y farmacéutico. 
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Publicación 2. Ionizing Radiation Technologies to Increase the 

Extraction of Bioactive Compounds from Agro-Industrial 

Residues: A Review 

Joana Madureira, Lillian Barros, Sandra Cabo Verde, Fernanda M. A. Margaça, 

Celestino Santos-Buelga, Isabel C. F. R. Ferreira 

Artículo publicado en el Journal of Agricultural and Food Chemistry (2020), 68, 

11054−11067. Doi: https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c04984 

 

Resumen 

Los desechos agroindustriales pueden ser naturaleza muy diversa, distinguiéndose 

entre residuos de campo y residuos de procesos. Pueden incluir diferentes partes de 

vegetales, como hojas, tallos, vainas, cáscaras, pulpa o pieles, así como subproductos 

del procesado industrial, como orujos resultantes de la extracción de aceites o de la 

elaboración de vinos, melazas, suero de leche, fangos de la producción de lana, 

celulosa, salvado, almidones, etc. 

En un mundo en rápido desarrollo, el cada vez más elevado volumen de desechos 

representa un grave problema para su eliminación, con efectos nocivos para el medio 

ambiente y para la salud humana y animal, a la vez que supone una pérdida de biomasa, 

nutrientes y sustancias bioactivas, que son infrautilizados. Esta problemática impone la 

necesidad de encontrar estrategias para reutilizar los residuos agroindustriales valiosos 

de manera más eficiente, aportando, de este modo, beneficios ambientales y 

contribuyendo a la sostenibilidad económica. En este sentido, los residuos 

agroindustriales pueden encontrar utilidad como fertilizantes agrícolas, compostaje 

reciclado, producción de biocombustibles, obtención de enzimas, preparación de 

polímeros biodegradables o extracción de nutrientes, saborizantes, conservantes o 

compuestos bioactivos. 

Actualmente, los consumidores son más conscientes y están más interesados por su 

alimentación, aumentando así la demanda de alimentos con características más 

saludables. La industria alimentaria trata de responder a este desafío a través del 

desarrollo de productos funcionales innovadores y con ingredientes naturales y seguros 

que puedan reemplazar a los sintéticos actualmente empleados, confiriendo mayor valor 

añadido al producto.  

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c04984
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El objeto de esta revisión es actualizar el conocimiento acerca de la recuperación de 

compuestos bioactivos a partir de desechos agroindustriales, con vistas al desarrollo de 

alimentos funcionales/saludables. Se resume el estado actual de la extracción de estos 

compuestos y, por primera vez, se discute el impacto de las tecnologías de irradiación 

en la mejora de su extractabilidad. 
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Publicación 3. Applications of bioactive compounds extracted 

from olive industry wastes: A review 

Joana Madureira, Fernanda M.A. Margaça, Celestino Santos-Buelga, Isabel C.F.R. 

Ferreira, Sandra Cabo Verde, Lillian Barros 

Artículo publicado en Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety (2022), 

21: 453-476. Doi: https://doi.org/10.1111/1541-4337.12861 

 

Resumen 

Los residuos generados durante el proceso de extracción del aceite de oliva presentan 

un elevado impacto negativo para el medio ambiente, aunque también contienen una 

variedad de compuestos bioactivos considerados beneficiosos para la salud. La gama 

de actividades biológicas, propiedades tecnológicas y efectos farmacológicos que 

pueden presentar hacen que, después de una adecuada extracción y purificación, estos 

compuestos se puedan utilizar, por ejemplo, como antioxidantes alimentarios o como 

principios activos en productos nutracéuticos y cosméticos.  

En este artículo se revisan los diferentes tipos de residuos generados por la industria 

oleícola y sus características generales, para después enfocarse en el estudio del orujo 

de aceituna producido por el sistema de dos fases y explorar las aplicaciones de los 

principales compuestos presentes en este subproducto. En particular, se discuten las 

propiedades de hidroxitirosol, tirosol, oleuropeína y su aglicón y verbascósido, como 

compuestos bioactivos más habitualmente abundantes en el orujo de oliva. Además de 

su capacidad antioxidante, estos compuestos también presentan otras actividades 

biológicas, como antimicrobianos, anticancerígenos o antiinflamatorios, que pueden ser 

de gran interés para la fortificación de alimentos, elaboración de suplementos y 

alimentos funcionales o el desarrollo de nuevas formulaciones cosméticas o 

farmacéuticas. 

La revisión realizada pone de manifiesto el enorme potencial del orujo de oliva para la 

obtención de ingredientes con características saludables y de elevado valor añadido. Es 

necesario, sin embargo, continuar profundizando en el conocimiento de sus 

propiedades, efectos y aplicaciones, así como el desarrollo de nuevos procesos de 

extracción verdes y eficientes, que faciliten una mayor recuperación de los compuestos 

de interés con el adecuado grado de pureza para su utilización industrial. De este modo, 

se podrá contribuir a su valorización, asegurando la rentabilidad económica y la 

sostenibilidad ambiental.  

https://doi.org/10.1111/1541-4337.12861
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Publicación 4. The use of gamma radiation for extractability 

improvement of bioactive compounds in olive oil wastes 

Joana Madureira, Maria Inês Dias, José Pinela, Ricardo C. Calhelha, Lillian Barros, 

Celestino Santos-Buelga, Fernanda M.A. Margaça, Isabel C.F.R. Ferreira, Sandra Cabo 

Verde 

Artículo publicado en Science of the Total Environment (2020), 727, 138706. Doi: 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.138706 

 

Resumen 

En este trabajo se evaluaron los efectos de la radiación gamma sobre la composición 

fenólica y las propiedades bioactivas (actividades antioxidante, antimicrobiana y 

hepatotoxicidad) de extractos de orujo crudo (obtenido después de la extracción del 

aceite virgen) y de orujo agotado (tras su extracción con disolventes para obtener aceite 

de orujo).  

La irradiación de las muestras de orujo de oliva se realizó a temperatura ambiente en 

una instalación semi-industrial de Co-60 (dosis absorbidas: 5, 10, 16 y 22 kGy; tasa de 

dosificación: 16 kGy/h). Después, los compuestos fenólicos se extrajeron de los dos 

tipos de orujos utilizando etanol/agua (80:20 v/v) como disolvente y se caracterizó el 

perfil fenólico por HPLC-DAD-ESI/MS. Se comprobó que el tratamiento previo de los 

orujos con radiación gamma aumentaba al menos 2 veces la extractabilidad de los 

compuestos fenólicos. El hidroxitirosol fue el principal compuesto fenólico identificado 

en los dos extractos de orujo en concentraciones similares (24-25 mg/g). Se realizó 

también la evaluación de la actividad antioxidante de ambos extractos, empleando dos 

tipos de ensayos: capacidad para inhibir la formación de sustancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico (TBARS, thiobarbituric acid reactive substances) y actividad antihemolítica 

(OxHLIA). 

Los extractos de orujo agotado fueron más eficientes en la protección de los eritrocitos 

contra la hemólisis inducida por oxidación, mientras que los de orujo crudo mostraron 

una mayor capacidad para inhibir la formación de TBARS, lo que podría estar 

relacionado con el mayor contenido graso de estas muestras. La aplicación de radiación 

gamma a una dosis de 5 kGy elevó la actividad antioxidante en el extracto de orujo 

agotado, manteniendo su capacidad para proteger in vitro los eritrocitos contra la 

hemólisis inducida por oxidación. Los extractos también mostraron actividad 

antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.138706
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y Listeria monocytogenes) y Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas 

fluorescens y Salmonella enterica serotype Typhimurium) y hongos (Penicillium 

spinulosum y Aspergillus fumigatus), y no presentaron toxicidad en células hepáticas no 

tumorales (PLP2), sin que el tratamiento con radiación gamma causara ninguna 

alteración en estas propiedades. 

En conclusión, el tratamiento con radiación gamma a dosis de 5 kGy se muestra como 

una tecnología adecuada para mejorar la extractabilidad de los residuos producidos en 

la industria del aceite de oliva, contribuyendo a potenciar la extracción de compuestos 

fenólicos y mejorando las propiedades antioxidantes de los extractos, especialmente 

cuando se aplica sobre los orujos desgrasados.   
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Publicación 5. Phenolic Compounds from Irradiated Olive 

Wastes: Optimization of the Heat-Assisted Extraction Using 

Response Surface Methodology 

Joana Madureira, Bruno Melgar, Celestino Santos-Buelga, Fernanda M. A. Margaça, 

Isabel C. F. R. Ferreira, Lillian Barros, Sandra Cabo Verde 

Artículo publicado en Chemosensors (2021), 9, 231. Doi: 

https://doi.org/10.3390/chemosensors9080231 

 

Resumen 

En este trabajo se optimizó la extracción asistida por calor (HAE, heat-assisted 

extraction) de compuestos bioactivos de orujo de oliva mediante un diseño compuesto 

central circunscrito y una metodología de superficie de respuesta. 

En estudios previos se había comprobado que la irradiación con rayos gamma a una 

dosis de 5 kGy podía mejorar al menos 2 veces la extractabilidad de los principales 

compuestos fenólicos del orujo de oliva (Publicación 4). Se procedió ahora a evaluar el 

efecto del tiempo (t), temperatura (T) y concentración de solvente (S) sobre el 

rendimiento en la extracción de polifenoles del orujo de oliva irradiado a 5 kGy. Para 

ello, utilizando cromatografía líquida de alta resolución, se cuantificaron en los extractos 

cuatro compuestos fenólicos bioactivos: hidroxitirosol-1-glucósido, hidroxitirosol, tirosol 

y ácido cafeico. Los resultados experimentales obtenidos se ajustaron a modelos 

teóricos para determinar las condiciones óptimas de extracción, que se establecieron 

en: t = 120 min, T = 85 ºC y S = 76% de etanol en agua. En estas condiciones, se obtuvo 

una recuperación de compuestos fenólicos totales de 19,04 ± 1,50 mg/g de peso seco 

de orujo y 148,88 ± 8,73 mg/g de extracto, que representaba un rendimiento de 

extracción de 13,7%. Estos resultados eran consistentes con el valor predicho por el 

modelo. 

Los resultados obtenidos permiten establecer que los orujos producidos durante la 

extracción del aceite de oliva pueden ser fuentes valiosas de compuestos bioactivos 

para la recuperación de ingredientes de interés para la industria alimentaria. Así, por 

ejemplo, los compuestos puros aislados de los orujos podrían ser empleados como 

antioxidantes o conservadores en alimentos, alternativos a los aditivos alimentarios 

sintéticos o como ingredientes funcionales con potenciales beneficios para la salud. Se 

deben, sin embargo, realizar más estudios para continuar mejorando los rendimientos 

https://doi.org/10.3390/chemosensors9080231
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de extracción y la pureza de estos y otros compuestos valiosos, como puede ser ensayar 

la aplicación de otras tecnologías verdes, como la extracción asistida por ultrasonidos 

(UAE) o por microondas (MAE). 
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Publicación 6. Ultrasound-assisted extraction of 

hydroxytyrosol and tyrosol from olive pomace treated by gamma 

radiation: process optimization and bioactivity assessment  

Joana Madureira, Bianca Albuquerque, Maria Inês Dias, José Pinela, Ricardo C. 

Calhelha, Celestino Santos-Buelga, Fernanda M.A. Margaça, Isabel C.F.R. Ferreira, 

Sandra Cabo Verde, Lillian Barros 

Artículo publicado en Food & Function (2023), 14, 3038. Doi: 

https://doi.org/10.1039/D2FO03607J  

 

Resumen 

En este trabajo, se utilizó la extracción asistida por ultrasonidos (UAE, ultrasound-

asssited extraction) para recuperar hidroxitirosol y tirosol de orujo de oliva irradiado.  

El proceso de extracción se optimizó utilizando la metodología de superficie de 

respuesta, con el tiempo de tratamiento (t), la concentración de etanol (S) y la potencia 

ultrasónica (P) como variables independientes combinadas. Las mayores cantidades de 

hidroxitirosol (36 ± 2 mg/g de extracto) y tirosol (14 ± 1 mg/g de extracto) se obtuvieron 

después de 28 min de sonicación a 490 W utilizando etanol al 7,3% como solvente. En 

estas condiciones, se logró un rendimiento de extracción de 30 ± 2%. 

Se evaluó, asimismo, la bioactividad del extracto obtenido en las condiciones de UAE 

optimizadas y se comparó con la de un extracto obtenido bajo condiciones de extracción 

asistida por calor (HAE) optimizadas anteriormente (Publicación 5). En comparación con 

la HAE, la UAE redujo el tiempo de extracción y el consumo de solvente, y también 

condujo a mayores rendimientos de extracción (30%, frente al 13,7%). A pesar de ello, 

el extracto de HAE presentó mayor actividad antioxidante requiriéndose 

concentraciones de extracto más bajas para inhibir la formación de TBARS y la 

hemólisis oxidativa, así como actividades antiinflamatoria y antibacteriana más 

elevadas, aunque no demostró potencial antifúngico contra Candida albicans. El 

extracto de HAE también mostró mayor efecto citotóxico frente en una línea celular de 

adenocarcinoma de mama (MCF-7) y mayor potencial antidiabético, evaluado por su 

capacidad para inhibir la α-glucosidasa, que el extracto obtenido por UAE.  

Los resultados obtenidos permiten seguir profundizando en la eficacia de distintos 

procedimientos de extracción para la obtención de componentes bioactivos a partir de 

subproductos del proceso de producción de aceite de oliva, con vistas a proporcionar 

https://doi.org/10.1039/D2FO03607J
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información útil a la industria de cara al desarrollo de nuevos ingredientes, que pueden 

representar una alternativa a los aditivos sintéticos o ser empleados como nutracéuticos, 

cosmecéuticos o en la formulación de alimentos funcionales, contribuyendo a la 

sostenibilidad tanto del sector agro-industrial sector como del medio ambiente. 
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Publicación 7. Effect of olive pomace extract application and 

packaging material on the preservation of fresh-cut ‘Royal Gala’ 

apples 

Joana Madureira, Bruno Melgar, Vitor D. Alves, Margarida Moldão-Martins, Fernanda 

M.A. Margaça, Celestino Santos-Buelga, Lillian Barros, Sandra Cabo Verde 

Artículo publicado en Foods (2023), 12(9), 1926; Doi: 

https://doi.org/10.3390/foods12091926  

 

Resumen 

En este trabajo se utilizaron extractos de orujo de oliva como ingredientes naturales para 

evaluar su eficacia para retrasar el pardeamiento en piezas de manzana mínimamente 

procesadas.  

El efecto de los extractos naturales se comparó con el de ácido ascórbico, el 

antioxidante comercial utilizado por la industria. Se probaron dos películas de envasado 

diferentes (ácido poliláctico biodegradable – PLA, y polipropileno orientado - OPP). A lo 

largo de 12 días de almacenamiento a 4 ºC se siguió la evolución de parámetros 

fisicoquímicos (firmeza, pérdida de peso y color), la composición de la atmósfera en el 

interior de los envases y la carga microbiana, y se analizó el contenido fenólico y la 

actividad antioxidante por la medida del poder reductor del ion férrico (FRAP, Ferric 

Reducing Antioxidant Power) y la capacidad de eliminación del radical DPPH (Radical 

Scavenging Activity).  

Los resultados demostraron que los cortes de manzanas tratadas con extractos de orujo 

de oliva presentaban mayor inhibición del crecimiento de bacterias mesófilas y hongos 

filamentosos durante 5 días de almacenamiento a 4 ºC que las tratadas con ácido 

ascórbico, sin que verificara detección de coliformes durante los 12 días de 

almacenamiento, al contrario de lo observado empleando ácido ascórbico. En general, 

los extractos de orujo de oliva conservaron o mejoraron el contenido fenólico y el 

potencial antioxidante de los frutos, sin que se apreciaran cambios significativos en su 

textura, aunque con un ligero pardeamiento inicial de las muestras, que se puede 

asociar con el color aportado por la solución de extracto de orujo de oliva. Además, estos 

extractos parecían ser más efectivos cuando se combinaban con el envasado en bolsas 

de PLA biodegradable, de baja permeabilidad a gases, con respecto al ácido ascórbico 

y al envasado en bolsas de OPP convencionales. 

https://doi.org/10.3390/foods12091926
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Los resultados obtenidos permitían apoyar el potencial antimicrobiano de los extractos 

de orujo de oliva y su uso como antioxidante en productos mínimamente procesados en 

los que el color no es un factor condicionante para la evaluación y decisión del 

consumidor. 

Las conclusiones alcanzadas pueden contribuir a una mejora en la rentabilidad y 

sostenibilidad de la industria del aceite de oliva, así como a reducir su impacto 

ambiental. Igualmente, aportan elementos a la industria alimentaria para el desarrollo 

de nuevos productos alimenticios con características funcionales. 
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Publicación 8. Microbiota assessment of fresh-cut apples 

packaged in two different films 

Joana Madureira, Sara Gonçalves, Celestino Santos-Buelga, Fernanda M.A. Margaça, 

Isabel C.F.R. Ferreira, Lillian Barros, Sandra Cabo Verde 

Artículo publicado en Microorganisms (2023), 11, 1157. Doi: 

https://doi.org/10.3390/microorganisms11051157  

 

Resumen 

En este trabajo se estudia la composición y evolución de la microbiota natural en 

manzanas recién cortadas durante el almacenamiento refrigerado durante 12 días.  

La adición de extractos naturales de orujo de oliva como aditivo se comparó con la del 

antioxidante comercial utilizado por las industrias (ácido ascórbico), utilizando los 

materiales de envasado diferentes, una película de ácido poliláctico (PLA) 

biodegradable y otra convencional y comercial de polipropileno orientado (OPP). 

Al cabo de 5 y 12 días de almacenamiento en refrigeración, se encontraron recuentos 

bacterianos más bajos en las muestras donde se utilizaban extractos de orujo de oliva 

y envases de PLA que en las tratadas con ácido ascórbico o envasadas en película de 

OPP. Las observaciones realizadas sugieren que este tipo de extractos naturales podría 

ser de utilidad como aditivo para retrasar el crecimiento de bacterias mesófilas en frutas. 

En el tiempo de estudio, ninguna de las muestras de manzanas recién cortadas dio 

positivo para los principales patógenos transmitidos por los alimentos asociados con la 

fruta fresca. Las especies más prevalentes en las muestras analizadas fueron 

Citrobacter freundii, Staphylococcus warneri, Pseudomonas oryzihabitans, 

Alcalinogenes faecalis, Corynebacterium jeikeium, Micrococcus spp., Pantoea 

aglomerans y Bacillus spp, que son bacterias de origen humano y ambiental. Se observó 

un aumento en la diversidad microbiana a lo largo del tiempo de almacenamiento en 

refrigeración, mayor en las muestras donde se empleó ácido ascórbico, lo que indica la 

menor eficacia para inhibir el desarrollo microbiano de este aditivo, utilizado, de hecho, 

como antioxidante, pero no como conservante. 

En conclusión, el extracto de orujo de oliva demostró potencial para ser utilizado como 

un conservante natural en alimentos frescos listos para consumo. Además, la 

combinación de los extractos de orujo con el envasado en PLA se mostró como el 

proceso más adecuado para obtener una menor diversidad microbiana en las muestras, 

https://doi.org/10.3390/microorganisms11051157
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lo que también se confirmó con el cálculo de los índices de Shannon y Simpson. Los 

resultados obtenidos permiten aportar a la industria elementos para el desarrollo de 

nuevos alimentos mínimamente procesados y con características funcionales 

mejoradas. 
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3. DISCUSIÓN GLOBAL DE LOS RESULTADOS - 

INTEGRATED DISCUSSION OF THE RESULTS  
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El orujo de aceituna es un residuo de la industria del aceite de oliva cuyo desecho es 

causa de preocupación. No obstante, se trata de un producto rico en compuestos 

bioactivos con posibles beneficios para la salud humana, cuya recuperación sería de 

interés para la industria alimentaria por su potencial antioxidante y antimicrobiano. 

Por otra parte, la irradiación es una tecnología limpia, ecológica y prometedora, que 

puede ser utilizada para mejorar la capacidad de extracción de compuestos bioactivos 

a partir de residuos agroindustriales (Harrison & Were, 2007; Ito et al., 2016; Khattak & 

Rahman, 2016; Pérez et al., 2007; Taheri et al., 2014), fruta o plantas medicinales 

(Barkaoui et al., 2021b, 2021a; Pereira et al., 2015b).  

En este trabajo se evaluó la extracción de compuestos fenólicos de dos tipos de orujo 

procedentes de dos etapas de la producción de aceite de oliva: orujo de oliva crudo 

(Crude Olive Pomace, COP), orujo seco obtenido antes de la extracción del aceite de 

orujo, y orujo de oliva agotado (Extracted Olive Pomace, EOP), que resulta después de 

la extracción del aceite de orujo con disolventes. El objetivo final es aportar a la industria 

nuevos productos con potencial para ser utilizados como aditivos naturales o 

ingredientes bioactivos en la elaboración de alimentos. 

El compuesto fenólico más abundante encontrado en los extractos de orujo estudiados 

fue el hidroxitirosol (25 ± 1 mg/g extracto en EOP y 23.9 ± 0.3 mg/g extracto en COP), 

seguido de hidroxitirosol-1-β-glucósido (9.8 ± 0.4 mg/g extracto en EOP y 9.94 ± 0.08 

mg/g extracto en COP), tirosol (5.9 ± 0.2 mg/g extracto en EOP y 5.9 ± 0.4 mg/g extracto 

en COP), luteolina-7-O-rutinósido (3.1 ± 0.1 mg/g extracto en EOP y 4.1 ± 0.2 mg/g 

extracto en COP), oleuropeína aglicón (3.0 ± 0.3 mg/g extracto en EOP y 3.1 ± 0.1 mg/g 

extracto en COP) y verbascósido (2.29 ± 0.03 mg/g extracto en EOP y 3.4 ± 0.2 mg/g 

extracto en COP), que habían sido previamente descritos en la literatura en este tipo de 

muestras (Chanioti & Tzia, 2018; Malapert et al., 2018; Nunes M.A. et al., 2018; Suárez 

et al., 2010). La composición del orujo de aceituna depende de la temporada de 

cosecha, lo que puede influir en la reproducibilidad de los resultados de extractabilidad. 

Se evaluó el efecto de las radiaciones ionizantes para mejorar la extractabilidad de estos 

compuestos. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que la aplicación de 

radiación gamma a dosis de 5 kGy conseguía aumentar la cantidad de compuestos 

extraídos en al menos 2 veces (concentración de compuestos fenólicos totales de 57 ± 

2 mg/g extracto en la muestra no irradiada y 139 ± 2 mg/g extracto en la muestra 

irradiada a 5 kGy), así como la actividad antioxidante de los extractos obtenidos, 

especialmente en los extractos de EOP en cuanto a su capacidad para inhibir la 

formación de sustancias reactivas a ácido tiobarbitúrico (TBARS) (IC50 = 49 ± 1 μg/mL 
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y 22 ± 1 μg/mL para las muestras no irradiada y irradiada a 5 kGy, respectivamente), 

manteniendo su actividad antihemolítica (IC50 = 20.6 ± 0.4 μg/mL) en valores similares 

a los del antioxidante de referencia, Trolox (IC50 = 19.6 ± 0.6 μg/mL). La mejora en la 

extracción de los compuestos fenólicos de las muestras irradiadas se atribuyó a los 

cambios en la estructura celular, con liberación de fracciones asociadas a polisacáridos 

y otros componentes de matriz, así como a la ruptura de polifenoles de mayor tamaño 

con liberación de otros más pequeños, por la acción radiolítica de las radiaciones 

ionizantes (Harrison & Were, 2007; Hussain et al., 2016). 

Teniendo en cuenta estos resultados, se procedió a realizar ensayos para optimizar la 

extracción de los principales compuestos fenólicos en muestras de EOP irradiadas a 5 

kGy, utilizando dos técnicas diferentes: extracción asistida por calor (HAE) y extracción 

asistida por ultrasonidos (UAE). Se aplicó una Metodología de Superficie de Respuesta 

(RSM) como estrategia estadística para establecer la influencia combinada de distintas 

variables (tiempo -t-, temperatura -T-, potencia ultrasónica -P- y tipo de solvente -S) y 

maximizar la respuesta. En las mejores condiciones obtenidas (t = 28 min, P = 490 W y 

S = etanol 7,3%, para UAE; t = 120 min, T = 85 ºC y S = etanol 76%, para HAE), la UAE 

redujo el tiempo de extracción y el consumo de solvente en comparación con la HAE, y 

también condujo a mayores rendimientos de extracción de compuestos fenólicos (30% 

frente a 13,7%). Este resultado se puede atribuir a los efectos de cavitación producidos 

por los ultrasonidos, que provocan cambios en la pared celular, facilitando así la 

liberación de solutos, que se encuentran más accesibles al solvente (Gómez-Cruz et al., 

2021; Zhang, Lin & Ye, 2018). La temperatura del sistema UAE debe ser controlada 

para evitar que su aumento durante la extracción afecte la extractabilidad de los 

compuestos fenólicos. No obstante, a pesar del menor rendimiento de extracción de 

compuestos fenólicos en la HAE, los extractos obtenidos por esta técnica presentaron 

mayor capacidad antioxidante, medida tanto por la inhibición de la formación de TBARS 

(aumento de 1,3 veces) como de la hemólisis oxidativa (aumento de 2 veces), así como 

mayor actividad antidiabética, evaluada por la inhibición de α-amilasa (aumento de 2 

veces) y de α-glucosidasa (aumento de 2 veces). Esto está de acuerdo con las 

observaciones de Collado-González et al. (2017), quienes relacionaron la inhibición 

efectiva de α-glucosidasa en muestras de aceite de oliva con una mayor actividad 

antioxidante. Los extractos de HAE también mostraron mayores actividades 

antiinflamatoria (aumento de 7 veces) y antibacteriana que los de UAE, así como mayor 

efecto citotóxico en una línea celular de adenocarcinoma de mama (MCF-7) (aumento 

de 2 veces), aunque no potencial antifúngico contra Candida albicans.  
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Las observaciones realizadas abrían la puerta a la posibilidad de utilizar estos extractos 

en la conservación de alimentos. Con este objetivo, se realizaron ensayos en piezas de 

manzanas recién cortadas, a las que se incorporó el extracto de HAE obtenido en las 

condiciones optimizadas, comparando su eficacia para prevenir la oxidación y retrasar 

el deterioro con la del ácido ascórbico, el aditivo comercial utilizado por la industria. Se 

estudió también la adecuación de dos materiales de envasado: polipropileno orientado 

comercial (OPP) y ácido poliláctico (PLA) biodegradable, para mejorar la resistencia a 

la oxidación y extender la duración de vida de las piezas de manzana. Se buscaba con 

ello comparar la eficacia de un envase alternativo sostenible que pudiera reemplazar a 

los polímeros tradicionales no biodegradables empleados para el envasado de 

alimentos, respondiendo así a la creciente preocupación ambiental de industria y 

consumidores.  

Se puedo comprobar que el extracto obtenido a partir de orujo de oliva irradiado era 

capaz de inhibir al menos 1 logaritmo el crecimiento de bacterias mesófilas y hongos 

filamentosos durante 5 días de almacenamiento a 4 ºC de manera más eficaz que el 

ácido ascórbico, sin que se llegaran tampoco a detectar coliformes a lo largo de 12 días 

de almacenamiento, con mejores resultados cuando se combina con película PLA. 

Aunque incluido en la caracterización fisicoquímica, el tiempo de almacenamiento de 9 

días no se consideró en la evaluación microbiológica, por lo que la eficacia del extracto 

de orujo de oliva sólo pudo ser establecida para 5 días. El análisis microbiológico a 9 

días podría ser significativo para comprender si el extracto de orujo de oliva combinado 

con la película biodegradable aumenta la extensión obtenida de la vida útil de las 

manzanas recién cortadas. Por otra parte, la fruta tratada con los extractos envasada 

en bolsas de PLA mantenía el potencial antioxidante con relación a la tratada con ácido 

ascórbico, sin experimentar cambios significativos en su textura. Los resultados de 

actividad antioxidante permiten proponer un almacenamiento de 5 días para asegurar la 

calidad nutricional de los frutos, que puede ser avalado por los resultados obtenidos 

para la calidad microbiana. El pardeamiento natural de las muestras que se observó en 

los primeros días a temperatura de refrigeración se puede asociar con el color natural 

aportado por la solución de extracto de orujo de oliva, lo que sugiere que su uso como 

antioxidante podría ser más adecuado para productos mínimamente procesados en los 

que el color no es un factor condicionante para la evaluación y decisión del consumidor. 

La caracterización e identificación de los aislados bacterianos de muestras de manzanas 

recién cortadas puso de manifiesto la ausencia de los principales patógenos 

transmitidos por los alimentos asociados con frutas frescas, siendo las especies más 

prevalentes en las muestras analizadas bacterias de origen humano y ambiental, como 
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Citrobacter freundii, Staphylococcus warneri, Pseudomonas oryzihabitans, 

Alcalinogenes faecalis, Corynebacterium jeikeium, Micrococcus spp., Pantoea 

aglomerans y Bacillus spp,. Naturalmente, se observó un aumento en la diversidad 

microbiana a lo largo del tiempo de almacenamiento en refrigeración, aunque la mayor 

diversidad se encontró en las muestras tratadas con ácido ascórbico. También se 

confirmó que la combinación de extractos con envases de PLA era más eficaz para 

conservar las manzanas ya que esas muestras presentaron menor diversidad 

microbiana. Estos resultados confirman lo ya conocido sobre la escasa eficacia del ácido 

ascórbico como conservante, al contrario que los extractos de orujo de oliva, que 

demostraron potencial para ser utilizados como un conservante natural en alimentos 

frescos listos para consumo. 

En su conjunto, los resultados obtenidos avalan el interés del orujo de oliva para la 

obtención de compuestos fenólicos bioactivos, cuyos extractos pueden ser utilizados 

como aditivos naturales eficaces para mejorar la conservabilidad de piezas frescas de 

fruta refrigeradas, así como la viabilidad de emplear materiales biodegradables para el 

envasado de este tipo de productos. Todo ello sin comprometer significativamente sus 

atributos de calidad.  
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INTEGRATED DISCUSSION OF THE RESULTS 

Olive pomace is an environmentally pollutant waste from the olive oil industry, although 

being rich in bioactive compounds with putative benefits for human health, which might 

be useful for food industry due to their potential as antioxidant and antimicrobial agents. 

Previous works demonstrated the potential of using ionizing radiation as a clean, eco-

friendly and promising technology to enhance the extractability of bioactive compounds 

from agro-industrial residues (Harrison & Were, 2007; Ito et al., 2016; Khattak & 

Rahman, 2016; Pérez et al., 2007; Taheri et al., 2014) and from fruits and medicinal 

plants (Barkaoui et al., 2021b, 2021a; Pereira et al., 2015b).  

In this work, two types of olive pomace that corresponded to two different steps of the 

olive oil production: Crude Olive Pomace (COP), consisting of dried pomace before 

extraction of pomace oil, and Extracted Olive Pomace (EOP), resulting after solvent 

extraction of pomace oil, were studied for their phenolic composition and bioactive 

properties in order to assess their suitability for obtaining phenolic compounds to be used 

as bioactive ingredients by the industry.  

Hydroxytyrosol was found as the most abundant compound (25 ± 1 mg/g extract in EOP 

and 23.9 ± 0.3 mg/g extract in COP) in the studied extracts of olive pomaces, followed 

by hydroxytyrosol-1-β-glucoside (9.8 ± 0.4 mg/g extract in EOP and 9.94 ± 0.08 mg/g 

extract in COP), tyrosol (5.9 ± 0.2 mg/g extract in EOP and 5.9 ± 0.4 mg/g extract in 

COP), luteolin-7-O-rutinoside (3.1 ± 0.1 mg/g extract in EOP and 4.1 ± 0.2 mg/g extract 

in COP), oleuropein aglycone (3.0 ± 0.3 mg/g extract in EOP and 3.1 ± 0.1 mg/g extract 

in COP), and verbascoside (2.29 ± 0.03 mg/g extract in EOP y 3.4 ± 0.2 mg/g extract in 

COP). These compounds were previously described in the literature as constituents of 

olive pomace (Chanioti & Tzia, 2018; Malapert et al., 2018; M. A. Nunes et al., 2018; 

Suárez et al., 2010). The composition of olive pomace was found dependent on the 

season harvesting which can influence the reproducibility of the extractability results. 

The effect of ionizing radiation to improve the extractability of these compounds was also 

evaluated. The obtained results suggested that the application of gamma radiation at 5 

kGy increased their extractability by at least 2-fold (total phenolic compounds 

concentration of 57 ± 2 mg/g extract in non-irradiated sample extract and 139 ± 2 mg/g 

extract in the extract of the sample irradiated 5 kGy), as well as the antioxidant activity 

of the prepared extracts, especially the TBARS inhibition of the EOP extracts (IC50 = 49 

± 1 μg/mL and 22 ± 1 μg/mL for the non-irradiated and 5 kGy irradiated samples, 

respectively), while the antihemolytic activity of EOP extracts was preserved (IC50 = 20.6 

± 0.4 μg/mL), maintaining it in values similar to the reference antioxidant, Trolox (IC50 = 
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19.6 ± 0.6 μg/mL). The increase in the phenolic compounds extractability from irradiated 

olive pomace samples was attributed to the changes in the cellular structure, namely by 

the release of fractions associated to polysaccharides and other matrix components 

induced by the irradiation process, as well as to the degradation of larger polyphenols 

into smaller ones, by the radiolytic action of ionizing radiation (Harrison & Were, 2007; 

Hussain et al., 2016). 

Based on these results, the extraction of the main phenolic compounds present in EOP 

samples irradiated at 5 kGy using heat-assisted extraction (HAE) and ultrasound-

assisted extraction (UAE) was optimized. With this aim, Response Surface Methodology 

(RSM) was applied as a statistical method to understand the combined effects of different 

variables (time -t-, temperature -T-, ultrasound power -P- and solvent -S) and maximizing 

the responses. In the optimal conditions obtained (t = 28 min, P = 490 W and S = 7.3% 

ethanol for UAE; t = 120 min, T = 85 ºC and S = 76% ethanol for HAE), UAE reduced 

the extraction time and the solvent consumption when compared to HAE, and also led 

to higher extraction yields of phenolic compounds (30% vs 13.7%). This result can be 

attributed to the cavitation effects produced by the ultrasounds that cause changes in 

the cell walls thus increasing the exposure of the solutes and consequent release of the 

compounds to the solvent (Gómez-Cruz et al., 2021; Zhang, Lin & Ye, 2018). The 

temperature of the UAE system must be controlled to avoid that its increase during 

extraction can affect the extractability of phenolic compounds. Nevertheless, HAE 

extracts comparatively to UAE extracts presented higher antioxidant capacity, measured 

by both the inhibition of the TBARS formation (increase by 1.3-fold) and the oxidative 

hemolysis (2-fold) and higher antidiabetic activity, evaluated by inhibition of α-amylase 

(2-fold) and α-glucosidase (2-fold). This is in agreement with the observation made by 

Collado-González et al. (2017) that related the effective inhibition of α-glucosidase of 

olive oil samples with higher antioxidant activity. In addition, HAE extracts also showed 

greater anti-inflammatory (7-fold) and antibacterial activities, as well as higher cytotoxic 

effect for breast adenocarcinoma (MCF-7) cell line (2-fold), but no antifungal potential 

against Candida albicans. These findings are very promising when thinking about the 

possibility of using these extracts as food preservatives for preventing oxidation and 

delaying spoilage. 

In order to check the suitability of the HAE optimized extracts to be used as additives, 

they were incorporated in fresh-cut apples, and their effectiveness compared with that of 

ascorbic acid, the commercial additive used by the industries for this purpose. To 

respond to the increased environmental concerns of retailers and customers, it becomes 

essential the use of sustainable alternative biodegradable materials in food packaging to 
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replace the traditional non-biodegradable polymers. Thus, two types of bags, a PLA 

biodegradable film and a commercial oriented polypropylene film, were used to package 

the fresh-cut apples, to evaluate which of them could be more suitable to prevent the 

oxidation and extend the shelf life of the fresh-cut apples. It was verified that the natural 

extracts from irradiated olive pomace better inhibit the growth of mesophilic bacteria and 

filamentous fungi at least by 1 log for 5 days of storage at 4 ºC than ascorbic acid, with 

no detection of coliforms along the 12 days of storage, with improved performance when 

combined with PLA film. Although included in the physicochemical characterization, the 

storage time of 9 days was not evaluated in the microbiological assessment, so that the 

efficacy of the olive pomace extract could only be established for 5 days. The 9 days 

microbiological analysis could be relevant to determine if the olive pomace extract 

combined with the biodegradable film significantly increases the obtained extension of 

the fresh-cut apples’ shelf life. The fruit treated with the extracts packed in PLA bags 

maintained the antioxidant potential compared to that treated with ascorbic acid, without 

experiencing significant changes in its texture. The overall results of antioxidant activity 

allow proposing a storage of 5 days to ensure the nutritional quality of the fruits, which 

can be supported by the obtained results for microbial quality. The slight browning of the 

samples detected in the first two days at refrigeration temperature may be associated 

with the natural color of the olive pomace extract solution, suggesting that its use as an 

antioxidant might be more suitable for minimally processed products where the color is 

not a conditional factor for the evaluation and decision of the consumer.  

The characterization and identification of the bacterial isolates in fresh-cut apple samples 

indicated that none of them were positive for the main foodborne pathogens associated 

with fresh fruit. The most prevalent species in the analyzed samples were bacteria from 

human and environmental origin, such as Citrobacter freundii, Staphylococcus warneri, 

Pseudomonas oryzihabitans, Alcalinogenes faecalis, Corynebacterium jeikeium, 

Micrococcus spp., Pantoea clusterans and Bacillus spp.. As expected, an increase in 

microbial diversity was observed throughout the storage time at refrigeration 

temperature, although the highest diversity was found in the samples treated with 

ascorbic acid. It was also confirmed that the combination of extracts with PLA packaging 

was more effective in preserving apples, since they presented the lowest microbial 

diversity. These results supported the well-known ineffectiveness of ascorbic acid as an 

antimicrobial compound, in contrast to natural olive pomace extracts that have 

demonstrated potential to be used as a natural antimicrobial preservative in ready-to-eat 

fresh foods. 
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The overall results from incorporation studies revealed that the addition of natural olive 

pomace extracts to fresh-cut apples and the use of biodegradable films in the packaging 

of the fruits bring beneficial advantages for extending their shelf life at refrigerated 

storage without significantly compromising their quality attributes. 
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El objetivo de la presente Tesis era profundizar en la viabilidad del orujo de oliva, un 

residuo de la industria del aceite de oliva, para ser utilizado como fuente para extracción 

de sustancias bioactivas que puedan ser empleadas como aditivos alimentarios o 

ingredientes en la preparación de alimentos funcionales saludables. 

Como primer paso, se exploró el empleo de radiaciones ionizantes con la finalidad de 

proceso para mejorar la extractabilidad de compuestos fenólicos presentes en los 

orujos. 

Los resultados obtenidos permitieron demostrar, por primera vez, que el uso de 

radiación gamma a bajas dosis (5 kGy) constituye una tecnología adecuada para la 

valorización de este residuo, al potenciar la extracción de compuestos fenólicos y de las 

propiedades bioactivas relacionadas. 

Se optimizaron procedimientos para la extracción de los principales compuestos 

fenólicos de los orujos mediante extracción asistida por calor (Heat-Assisted Extraction, 

HAE) y por ultrasonidos (Ultrasound-Assisted Extraction, UAE). Las condiciones de 

extracción establecidas para la HAE dieron lugar a extractos con actividades 

antioxidantes, antibacterianas, antidiabéticas y antiinflamatorias, así como citotóxicas 

frente a líneas celulares de adenocarcinoma de mama (MCF-7), superiores a las 

obtenidas mediante UAE, aún cuando con este último proceso se obtenían mayores 

rendimientos en la extracción de compuestos fenólicos. 

Los extractos de HAE obtenidos a partir de orujo de oliva irradiado se utilizaron para su 

incorporación en piezas de manzanas recién cortadas, que fueron envasadas en bolsas 

de una película biodegradable de ácido poliláctico (PLA) y de un plástico comercial 

(polipropileno orientado, OPP). Se pudo establecer que el envasado en PLA del 

producto tratado con extractos de orujo permitía conservar el contenido fenólico y la 

actividad antioxidante de los frutos sin provocar cambios significativos en su textura, con 

resultados similares o mejores a los obtenidos con el antioxidante comercial ácido 

ascórbico. También se observó una mayor inhibición del crecimiento microbiano con el 

extracto de orujo de oliva que con ácido ascórbico, durante al menos 5 días de 

almacenamiento en refrigeración, lo que apoya el potencial de este tipo de extractos 

como alternativa a ese aditivo, no solo por su capacidad antioxidante sino también por 

su actividad antimicrobiana. Por otro lado, se demostró que el uso de películas de ácido 

poliláctico biodegradable (con baja permeabilidad para los gases) presenta ventajas 

para el envasado de piezas de manzana tratadas con extractos de orujo de oliva, al 

extender su vida útil con relación a la película de polipropileno orientado comercial. 

Teniendo en cuenta los resultados globales de actividad antioxidante y calidad 
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microbiana, se podría proponer un almacenamiento de 5 días para asegurar la calidad 

nutricional de los frutos.  

La caracterización e identificación de especies bacterianas aislados de las muestras de 

manzanas recién cortadas permitió establecer que las bacterias presentes eran de 

origen humano y ambiental, sin que se detectaran patógenos que pudieran ser 

transmitidos por frutos. Los extractos de orujo de oliva mostraron potencial para ser 

utilizados como un conservante natural en alimentos frescos listos para el consumo, ya 

que mostraron menor diversidad microbiana que las muestras en ácido ascórbico. 

También se demostró que el envasado en películas de PLA era más efectivo que el 

realizado en bolsas de OPP. Sin embargo, es importante mencionar que el uso de 

extractos de orujo de oliva parece más adecuado para su empleo en alimentos 

mínimamente procesados en los que el color no es un factor condicionante para la 

aceptación por parte del consumidor, ya que el color natural de la solución del extracto 

promueve un oscurecimiento inicial del producto tratado, lo que podría comprometer la 

elección del consumidor. 

La reutilización de residuos industriales para recuperar compuestos valiosos con 

propiedades funcionales está en línea con los requisitos de los consumidores y la 

industria, cada vez más preocupados por disponer de alimentos limpios, seguros y 

saludables. El estudio realizado está, de este modo, alineado con los intereses de las 

empresas alimentarias por desarrollar nuevos ingredientes con potencial tecnológico y 

bioactivo a partir de residuos agroindustriales, contribuyendo a la sostenibilidad tanto 

del sector productivo como del medio ambiente, fomentando así la economía circular. 

Como continuación de este trabajo, se espera ensayar otros procesos de extracción (por 

ejemplo, extracción asistida por microondas o extracción con fluidos supercríticos) para 

establecer si es posible llegar a condiciones que permitan preparar extractos con mayor 

riqueza en compuestos fenólicos y con propiedades bioactivas mejoradas a partir del 

orujo de oliva irradiado. Asimismo, se deben seguir explorando las posibles aplicaciones 

de los extractos y compuestos obtenidos en otros alimentos, ya sea como aditivos o 

como ingredientes funcionales (por ejemplo, otras frutas y vegetales o productos de 

panadería), siendo, además, necesario llevar a cabo estudios con paneles de 

evaluadores para verificar la calidad sensorial y aceptación por los consumidores. Por 

otro lado, se podría realizar un análisis en profundidad de qué compuestos individuales 

presentes en el orujo de oliva contribuyen a las bioactividades obtenidas para 

comprender la relación compuesto-bioactividad o si existe un efecto sinérgico de los 

compuestos.  



226 
 

CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES 

The objective of the present Thesis was to understand in more detail the ability of extracts 

of olive pomace, a residue from olive oil industry, to be used as a natural food 

preservative and a potential ingredient for the preparation of functional foods with 

increased health benefits. 

As a first step, ionizing radiation was evaluated as a valorization process in order to 

improve the extractability of the bioactive compounds from this residue. 

Besides being the first study reporting the phenolic composition of irradiated olive 

pomace, the obtained results proved that gamma radiation at low absorbed doses (5 

kGy) is a suitable technology for the valorization of this waste, contributing to enhance 

the extraction of phenolic compounds and the related bioactive properties. More 

precisely, the optimization of the extraction of the main phenolic compounds using Heat-

Assisted Extraction (HAE) provided extracts with improved antioxidant, antibacterial, 

antidiabetic and anti-inflammatory activities, and also cytotoxic effect against breast 

adenocarcinoma (MCF-7) cell lines when compared to the extracts submitted to 

Ultrasound-Assisted Extraction (UAE).  

The use of the HAE extracts obtained from irradiated olive pomace in snacks consisting 

of fresh-cut apples packaged in biodegradable and commercial bag films demonstrated 

their capability to preserve the phenolic content and antioxidant activity of the fruits 

without causing significant change in their texture. A higher inhibition of the microbial 

growth using the olive pomace extract was also observed for at least 5 days of storage 

compared to ascorbic acid, supporting its suitability as an alternative to this additive, not 

only because of its antioxidant potential but also for its antimicrobial capacity. On the 

other hand, the use of biodegradable polylactic acid films (with low gas permeability) for 

fresh-cut apples packaging was shown to present advantages in extending their shelf life 

in relation to the commercial oriented polypropylene film. Taking into account the global 

results of antioxidant activity and microbial quality, a 5-days storage could be proposed 

to ensure the safety and nutritional quality of the fruits.  

Finally, the characterization and identification of bacterial isolates from fresh-cut apple 

samples indicated that the present bacteria were from human and environmental origin, 

without the existence of fruit-borne pathogens. Olive pomace extracts showed potential 

to be used as a natural preservative in ready-to-eat fresh foods since they showed less 

microbial diversity than samples treated with in ascorbic acid, also confirming the 

advantage of using PLA film to package the fresh-cut apples. Nevertheless, it is 

important to mention that the use of these natural extracts as antioxidants could be more 
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suitable for minimally processed products in which the color is not a conditional factor for 

the evaluation of the consumer, since the natural color of the extract solution promotes 

an initial browning in the first days of storage, which may compromise consumer’s 

choice. 

Overall, the reuse of industrial wastes to recover valuable compounds with functional 

properties is in line with consumers and industry requirements, increasingly concerned 

about the choice of clean, safe and healthier foods. This comprehensive work is aligned 

with the interests of the food companies in developing new ingredients with technological 

and bioactive potential from agro-industrial wastes, contributing to the sustainability of 

both agro-industrial sector and environment and, therefore, promoting the circular 

economy. 

As a continuation of this work, further optimization of the extraction conditions using other 

alternative processes (e.g. microwave-assisted extraction or supercritical fluid 

extraction) to prepare richer extracts of phenolic compounds and with enhanced 

bioactive properties from irradiated olive pomace should be explored. Furthermore, 

applications of the obtained extracts and compounds in other foods such as other fruits 

and vegetables or bakery products, either as additives or functional ingredients, can be 

investigated. Also, sensory analyses (human panelists) will be required to verify the 

acceptance by the consumers. On the other hand, an in-depth analysis of which 

individual compounds present in olive pomace contribute to the obtained bioactivities 

could be performed to understand the relation compound-bioactivity or if there is a 

synergistic effect of the compounds. 
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