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RESUMEN

“Andlisis quimico y sensorial de aceites de oliva virgenes extra
monovarietales del Trujal Artajo (Fontellas, Navarra)”

El aceite de oliva tiene una consolidada tradicion en la Comunidad Foral de
Navarra y en la actualidad se ha incrementado la produccion notablemente. El trabajo
se basa en la diferenciacidn, a distintos niveles, de los aceites virgenes extra que oferta
un trujal Navarro (Trujal Artajo) situado en La Ribera.

Se analizan, desde el punto de vista quimico y desde el punto de vista
organoléptico, las variedades Arbequina, Manzanilla cacerena, Koroneiki, Arréniz y
Arbosana. El aceite de Arbequina se estudia en dos variantes, el aceite de oliva virgen
extra convencional y el ecolégico.

A partir de estos andlisis se trata de caracterizar las variedades a partir de los
pardmetros que diferencian a cada una. Hay que tener en cuenta que los factores
extrinsecos a la variedad son para todas muy parecidos debido a que estan en una
misma finca, sobre el mismo suelo, bajo el mismo clima y bajo los mismos
tratamientos exceptuando el olivar ecoldgico. Esta ultima investigacion sobre el aceite
ecolégico se realiza para observar la incidencia de los tratamientos en la misma
variedad.

Los métodos de andlisis quimico se llevan a cabo en el laboratorio y los
pardmetros analizados son el grado de acidez, el indice de perdxidos, las Ka7o, Kz32, AK,
la humedad y materias volatiles, las impurezas insolubles en éter de petrdleo, las
ceras, el estigmastadieno, el monopalmitato de 2-glicerilo, la composicion de los
acidos grasos, la diferencia entre el ECN42 real (HPLC) y ECN42 tedrico y la
composicion de los esteroles. Se consideran todos estos pardmetros porque son los
que aparecen en el Reglamento (CEE) 2568/91 relativo a las caracteristicas de los
aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de anlisis,

El analisis organoléptico se realiza en un panel de cata profesional en dénde se
valoran los seis aceites, primero para puntuarlos y clasificarlos segun la ficha oficial y
segundo para encontrar diferentes matices sensoriales.

Después de realizar todos los analisis pertinentes, se observd que las variedades
de olivar utilizadas en la elaboracién de los aceites influian de forma significativa en la
composicion en acidos grasos y en la composicidn en esteroles de los aceites. Del resto
de parametros no se pueden sacar las mismas conclusiones ya que en ellos influye mas
el proceso de elaboracion.
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Antecedentes

1. Antecedentes

1.1. El aceite de oliva

El aceite de oliva es, segun el Consejo Oleicola Internacional y el reglamento, el
aceite procedente Unicamente del fruto del olivo (Olea europaea L.). Esta
denominacion no es aplicable a los aceites de orujo de oliva.

1.1.1. Clasificacion

Para hablar en profundidad del aceite de oliva es necesario clasificarlos primero
de acuerdo con el Reglamento (CE) n? 1513/2001 del consejo de 23 de julio de 2001,
gue modifica el Reglamento 136/66/CEE y el Reglamento (CE) n2 1638/98, en lo que
respecta a la prolongacion del régimen de ayuda y la estrategia de la calidad para el
aceite de oliva:

1. Aceites de oliva virgenes: Aceites obtenidos del fruto del olivo Unicamente por
procedimientos mecanicos o por otros procedimientos fisicos, en condiciones que no
produzcan la alteracién del aceite, y que no hayan sufrido mas tratamiento que el
lavado, la decantacién, la centrifugacion y el filtrado, con exclusién de los aceites
obtenidos mediante disolvente, mediante coadyuvante de accién quimica o
bioquimica, o por procedimiento de reesterificacion y de cualquier mezcla con aceites
de otra naturaleza. El aceite de oliva virgen debe ser exclusivamente el zumo oleoso de

las aceitunas.
Los aceites de oliva virgenes se clasifican y denominan de la siguiente forma:

0 Aceite de oliva virgen extra: Aceite de oliva virgen cuya acidez libre expresada

en acido oleico es como maximo de 0,8 g por 100 g y cuyas demas
caracteristicas corresponden a las previstas para esta categoria.
0 Aceite de oliva virgen: Aceite de oliva virgen cuya acidez libre expresada en

acido oleico es como maximo de 2,0 g por 100 g y cuyas demas caracteristicas
corresponden a las previstas para esta categoria.

0 Aceite de oliva virgen lampante: Aceite de oliva virgen cuya acidez libre
expresada en acido oleico es superior a 2,0 g por 100 g y/o cuyas
caracteristicas organolépticas y demds caracteristicas corresponden a las

previstas para esta categoria. Se destina al refino con vistas al consumo
humano o a usos técnicos.

El Consejo Oleicola Internacional reconoce una calidad intermedia entre aceite
de oliva virgen y aceite de oliva virgen lampante. Este se denomina aceite de oliva
corriente y su acidez libre en acido oleico maxima es de 3,3 g por 100 g.
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2. Aceite de oliva refinado: Aceite de oliva obtenido por refino de aceites de oliva
virgenes. Su acidez libre expresada en acido oleico es como mdaximo de 0,3 g por 100 g,
y sus demas caracteristicas corresponden a las previstas para esta categoria.

3. Aceite de oliva: aceite constituido por una mezcla de aceite de oliva refinado y de
aceites de oliva virgenes aptos para el consumo en la forma en que se obtienen. Su
acidez libre expresada en acido oleico es como maximo de 1 g por 100 g, y sus demas
caracteristicas corresponden a las previstas para esta categoria.

El reglamento también distingue otro tipo de aceites, los aceites de orujo de
oliva, pero éstos ya no se consideran aceites de oliva como tal puesto que estan
extraidos refinando los orujos.

1.1.2. Composicion

El aceite de oliva virgen estd compuesto en un 98-99% de triglicéridos
(triacilgliceroles), pero no todos los acidos grasos se encuentran en los triglicéridos,
sino que también hay acidos grasos libres, cuya proporcion es variable y depende del
grado de hidrélisis. La composicidn de los acidos grasos en el aceite de oliva varia con
la variedad, las condiciones climaticas y la localizacion geografica del olivar.

La mayor parte de los acidos grasos del aceite de oliva son monoinsaturados.
Una composicion generalizada atendiendo al tipo de insaturacién seria; un 72% de
acidos grasos monoinsaturados (acido oleico principalmente), un 14% de acidos grasos
poliinsaturados y otro 14% para los acidos grasos saturados.

Los componentes menores del aceite de oliva son indicadores especificos de su
auntenticidad y le afiaden propiedades sensoriales y bioldgicas Unicas (Aparicio y
Harwood, 2003):

- El escualeno es el representante mayoritario de los hidrocarburos terpénicos
del aceite de oliva (300-700 ppm), mientras que el B-caroteno, precursor
bioldgico de la vitamina A, se encuentra en muy pequeiias cantidades (pocos
ppm).

- Los alcoholes triterpénicos (24-metilen-cicloartenol, junto con cicloartenol, a-
amirina y B-amirina) son especificamente importantes desde el punto de
vista bioldgico. El eritrodiol también lo es desde el punto de vista analitico, en
la deteccidn de la presencia de aceite de orujo de oliva.

- Los esteroles constituyen la huella analitica que permiten la autenticacién del
aceite de oliva, sobretodo porque el contenido de B-sitosterol aparente es
menor del 93% del total de esteroles.

- Los tocoferoles, especialmente el a-tocoferol o vitamina E (150-300 ppm),
son importantes antioxidantes.
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Los compuestos fendlicos, algunos de los cuales proporcionan el
caracteristico sabor del aceite de oliva, incrementan sus propiedades
antioxidantes.

Para finalizar la composicién, también se encuentran presentes unos cien
compuestos aromaticos, cuya composiciéon quimica depende de la variedad,
condiciones pedoclimaticas y calidad del aceite.
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1.3. La denominacion de origen protegida “Aceite de Navarra”

Recientemente, se ha creado la denominacién de origen protegida “Aceite de
Navarra”. Con esta denominacién se pretende conseguir que los que estén bajo ella
cumplan unas exigencias de calidad para satisfacer al consumidor.

Con el sello de la Denominacion de Origen, Unicamente se comercializa Aceite de
Oliva Virgen Extra, de acidez inferior a 0,5 grados, sin defectos y con un frutado
superior a 3. Las botellas presentan siempre el logotipo de la Denominacién y una
contraetiqueta numerada.

El Aceite de Oliva Virgen Extra de Navarra es el aceite de Europa que mas al
norte se produce. El drea geografica delimitada por la D.O.P. "Aceite de Navarra"
comprende un total de 135 municipios del Sur de Navarra. Una zona que se caracteriza
por una clara influencia mediterranea, con fuertes contrastes térmicos, pluviometria
escasa, alta insolacién, influencia de viento dominante del noroeste (cierzo) y corto
periodo libre de heladas. Los suelos son pardo calizos carbonatados.

El Aceite de Navarra es un aceite de oliva exclusivamente Virgen Extra obtenido,
al menos en un 90%, de las variedades Arréniz (autdctona), Arbequina o Empeltre, asi
gue de las variedades estudiadas sélo entran la Arbequina y la Arréniz.

Desde el punto de vista organoléptico, es un aceite de perfil equilibrado y
complejo, con una elevada intensidad del atributo frutado (>3), que presentan un
aroma con matices que van desde la oliva verde a las especias y olivas maduras. En
boca resultan entre ligeros y medianamente amargos y picantes, con toques de
alcachofa (Arréniz), platano (Arbequina), o almendrados y dulces (Empeltre).

El Instituto de Calidad Agroalimentaria de Navarra (ICAN) es la entidad que
certifica la trazabilidad en todo el proceso y la calidad del aceite obtenido.
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1.4. Estudio de mercado del aceite de oliva

Para evaluar las tendencias del mercado del Aceite de Oliva es necesario
observar los datos de produccion y consumo del mismo a nivel internacional y a nivel
nacional comparando entre si las diferentes autonomias.

La produccion del aceite de oliva estd centrada principalmente en los paises
mediterrdneos, que es donde se encuentra el 96% de la produccién en el mundo.

1.4.1 Distribucion geogrdfica a nivel internacional

El olivar es originario de de una region geografica que ocupa desde el sur del
Calcaso hasta Iran, Palestina y la zona costera de Siria y se extendié por Chipre hacia
Turquia y a través de Creta hacia Egipto, hasta poblar todos los paises riberenos del
Mediterrdneo. En el siglo XV se comenzé a expandir por América con los viajes
oceanicos y en la actualidad se cultiva también en Sudafrica, China, Japdn y Australia.
(Civantos, 2008).

Hablando de la actualidad, el cultivo del olivo (Olea Europaea; variedad sativa) se
centra en la cuenca Mediterranea, como ya se nombra antes, pero en cuanto a
principales paises productores hay que senalar a Espaiia, Italia, Grecia, Turquia, Tunez
y Marruecos. La superficie ocupada por olivar en el mundo son unos 11 millones de
hectdreas y en la Figura 1 se refleja cdmo esta distribuida por paises.

En este grafico (Figura 1) se distingue a Tunez, Espana e Italia como paises con
mas superficie olivarera a fecha de 2008 pero, en lo que respecta a produccion de
aceite de oliva (Figura 2) es algo diferente. Este hecho tiene la explicacién de que la
densidad de arboles y los rendimientos cambian segun el pais y que en Tunez la
superficie ha crecido recientemente y todavia no tienen plantaciones a pleno
rendimento. También es destacable que, a excepcién de Espafia y Tunez, que han
incrementado su superficie, todos los paises se mantienen estables.

Espana es el principal pais productor del mundo, relevado sélo en ocasiones
puntuales por Italia. Estos dos paises junto con Grecia, Tunez, Siria, Turquia vy
Marruecos suponen el 90% total de la produccién. Lo que da una idea de lo
concentrado que estd el sector en torno a seis paises principalmente.
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Figura 1. Evolucidn en el tiempo de la superficie cultivada de olivar en el mundo por paises. Fuente: Elaboracion
propia. Datos: FAOSTAT 2008.
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Figura 2. Evolucidn en el tiempo de la produccién mundial de aceite de oliva virgen en miles de toneladas por
paises. Fuente: Elaboracion propia. Datos: Consejo oleicola internacional 2010.

Comparando entre si los graficos de la superficie y de la producciéon es
destacable, que la segunda sea tan inestable. La tendencia en la produccion de aceite
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de oliva virgen es a la alta, aunque la superficie se mantenga, el olivar espafiol ha
estado sometido a un proceso de renovacidon que estd dando lugar al aumento de
productividad. Este proceso llevaba consigo un aumento de las plantaciones densas en
las zonas mas adecuadas para el cultivo del olivar.

1.4.2. Distribucidon geogrdfica a nivel nacional y autonédmico

Espana cuenta con olivares repartidos por casi todo el territorio, lo que le sitda a
la cabeza de la produccién mundial de aceite de oliva en el mundo. Las ultimas
estadisticas del Ministerio de agricultura situan la superficie de olivar en Espafia en
2.568.383 ha (Encuesta sobre superficies del MARM, 2009) con el desglose de la Tabla
1.

Tabla 1. Superficie de olivar en Espafia. Afio 2009. Fuente: Anuario de estadisticas agroalimentarias 2008 (MARM)

CULTIVO Secano (ha) Regadio (ha) Total (ha)
OLIVAR ACEITUNA DE MESA 50.830 42.185 93.015
OLIVAR ACEITUNA 1.828.285 647.082 2.475.368
DE ALMAZARA
OLIVAR TOTAL 1.879.116 689.267 2.568.383

En lo que respecta a la cantidad y calidad del aceite producido en Espaia, nos
encontramos con los siguientes datos:

Toneladas producidas de aceite
segun clases en 2007
Lampante ;

136.823; \

11%

llustracién 3. Analisis de la produccion segun clases. Fuente: Anuario de estadistica agraria 2008

La variacion de la produccién de aceite virgen extra y virgen entre Comunidades
Autonomas es visiblemente notable en la Tabla 2, puesto que Andalucia copa el
83,33% del sector. Si hablaramos de refinado el porcentaje seria incluso mas alto.
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Tabla 2. Toneladas de aceite virgen extra y virgen producidas por cada Comunidad Auténoma en 2007. Fuente:
Anuario de estadistica agraria 2008

Producciones

Comunidades Auténomas virgen y virgen

extra (toneladas)

79
2.547
569
8.193
14.057
271
892
5.116
82.083
20.997
4.141
36.930
879.888
24
1055787

1.5. Aspectos previos a la elaboracién

1.5.1. El olivo

El olivo, Olea europea L., pertenece a la familia botdnica Oleaceae, que
comprende especies de plantas distribuidas por las regiones tropicales y templadas del
mundo. Muchas de ellas producen aceites esenciales en sus flores o frutos, pero
ninguna produce fruto comestible, excepto el olivo.

El olivo cultivado (Olea europea L.) es un arbol de tamafio mediano, de unos 4
metros de altura segun la variedad y el sistema de plantacién. Puede permanecer vivo
y productivo durante cientos de afos. El tronco es grueso y la corteza de color gris a
verde grisaceo. La copa es redondeada y la ramificacidon natural tiende a producir una
copa bastante densa, pero la poda sirve para aclararla y permitir la penetracion de la
luz. Las caracteristicas de densidad de la copa, el porte, el color de la madera y la
longitud de entrenudos varian segun el cultivar.

El olivo es un arbol polimdrfico, con fases juvenil y adulta. Las diferencias entre
estas fases se manifiestan en la capacidad reproductora (sélo en la fase adulta).
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1.5.2. La aceituna

El fruto del olivo es la aceituna, una drupa de tamafio variable. Normalmente
mide de 1 a 4 cm de longitud y de 0,6 a 2 cm de didmetro. Esto depende de las
variedades, naturaleza de los suelos, climatologia del afo, etc.

La composiciéon del fruto en el momento de recoleccidn, cuando el fruto estd
totalmente desarrollado, es un aspecto importante de cara a la elaboracién del aceite:

e Agua de vegetacion: 40 a 55%

e Aceite: 18 a32%

e Hueso: 14a22%

e Almendraosemilla: 1a3%

e Epicarpioy resto de la pulpa: 8 a 10%

La composicién quimica de las principales partes de la aceituna quedan
reflejadas en el siguiente cuadro:

Tabla 3. Composicidon de las aceitunas

Zona % sobre materia seca
Materia Materia Celulosa Extracto no Material
nitrogenada grasa bruta nitrogenado mineral
Epicarpio 9,8 3,4 2,4 82,8 1,6
Mesocarpio 9,6 51,8 12,0 24,2 2,3
Endocarpio 1,2 0,8 74,1 22,7 1,2

1.5.2.1. Variedad Arbequina

Es una variedad considerada resistente al frio
y susceptible a clorosis férrica en terrenos muy
calizos. Es apreciada por su precoz entrada en
produccién, elevada productividad, buen
rendimiento graso y excelente calidad de aceite,
aunque presente baja estabilidad por su contenido
bajo en 4cido oleico y alto en linoleico. El arbol tiene
un vigor reducido, lo que facilita las plantaciones
intensivas. El tamafio de los frutos es pequefo y se

Figura 4. Rama de olivo arbequina en fase € atribuye cierta tolerancia a repilo y verticiclosis.
de crecimiento
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1.5.2.2. Variedad Arbosana

Se trata de una variedad catalana de
elevada productividad pero poco rendimiento y
qgue entra en produccién la ultima. Por su escaso
vigor esta muy bien adaptada a plantaciones de
alta densidad (seto). Sensible al frio, de fruto
pequefio que madura varias semanas después
que la Arbequina. Produce un aceite virgen de

frutado verde intenso con niveles altos de

amargo, picante y astringente. Figra 5. Rama de Arbosana en fase de
crecimiento

1.5.2.3. Variedad Arroniz

Es una variedad autéctona de Navarra que
entra en produccién después de la arbequina.
Posee un ciclo vegetativo corto, ya que se
produce en olivares de floracion tardia vy
maduraciéon media. Es una variedad que ofrece,
ademads, un alto rendimiento graso y que se
caracteriza por la presencia de un gran nimero
de antioxidantes vegetales que permiten una

larga vida al producto final. Por su alto contenido Figura 6. Rama de Arréniz en fase de
crecimiento

en dacido oleico y polifenoles resulta ser muy
resistente al enranciamiento Su aceite es frutado medio alto con notas amargas y
picantes, muy equilibrado y aromatico.

1.5.2.4. Variedad Koroneiki

Variedad de origen griego. Es productiva y
de precoz entrada en produccién. Se la considera
resistente a la sequia pero sensible al frio.
Tolerante a “repilo” (Spilocaea oleagina). Fruto
muy pequefio que madura entre la Arréniz y la
Arbosana. Produce aceites virgenes apreciados
comercialmente, de color verde intenso vy
bastante rico en 4cido oleico, polifenoles y
compuestos amargos que le confieren una larga

Figura 7. Rama de Koroneiki en fase de
vida util. crecimiento
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1.5.2.5. Variedad Manzanilla Cacerena

Se trata de una variedad muy interesante por
su productividad precoz y constante, ya que se
recoge la primera asi como por su doble aptitud
para aceituna de mesa y para aceite. Su contenido
en aceite es bajo, pero de calidad. Se adapta muy
bien a la recoleccion mecanica por su baja

resistencia al desprendimiento.
Figura 8. Rama de Manzanilla
cacereiia en crecimiento

A modo resumen se presenta esta tabla que especifica los parametros mas
significativos de cara a planificar la produccion:

Tabla 4. Tabla resumen de las variedades a estudiar

. Ano Superficie Ordeny fecha indice . Rendlmlen?os
Variedad - o madurez finales en aceite (%
plantacion (ha) de recoleccion o o
Optimo del peso inicial)

22 Primera

Arbequina 2001 63,52 semana de 2,3 15,5
noviembre
Arbequina 22 Primera

au 2001 21,11 semana de 2,3 15,2

ecoldgica .

noviembre
52 Cuarta

Arbosana 2006 6,52 semana de 2,1 11,5
noviembre
32 Segunda

Arroéniz 2006 5,41 semana de 2,65 17
noviembre
42 Tercera
Koroneiki 2006 2,21 semana de 2,50 19
noviembre
i a -
Manzan:lla 2006 3,94 12 24-25 de 255 15,8
cacerefia octubre

odos lo:
Eskubide g
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1.5.3. La finca

La finca se situa en el término municipal de la localidad de Fontellas, en la Ribera
de Navarra.

En la fotografia aérea la finca esta separada por sectores y el nimero en blanco
es la superficie en hectareas de cada uno de ellos. La distribucién de las variedades es
la siguiente:

Arbequina convencional: Sectores 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9y 10
Manzanilla cacereia: Sector 11

Arrdniz: Sector 12

Koroneiki: Sector 13

Arbosana: Sector 14

O O 0O 0O 0o O

Arbequina ecoldgico: Sectores 17, 18, 19y 20

Figura 9. Vista aérea de la finca de olivar situada al lado de la A-68 km 103

Todos los derechos reservados
Eskubide guztiak erresalbatu dira
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1.5.3.1. Clima

La climatologia de Fontellas, situada a 277 m de altitud sobre el nivel del mar,
esta definida como “clima estepario semiarido” segun la clasificacién climdtica de
Kbppen y se caracteriza porque las lluvias son escasas.

El grafico climdtico de la estacion de Buiuel es el mds cercano y es
representativo de la zona:

Latitud: 4648630. Longitud: 629027. Altitud: 244 m

Periodo Precipitacion: 1928-2004. Periodo Temperatura: 1964-2004

Tabla 5. Ficha climatica de la estacion de Bunuel

Parametro E F M A M J J A S (o) N D Ao

Precipitacion 250 246 267 385 466 367 200 225 361 360 37,7 31,4 3818

media (mm)
Dias de lluvia 6,0 5,0 6,0 6,0 6,0 3,0 1,0 2,0 3,0 6,0 7,0 7,0 58,0
Dias de nieve 0,9 0,7 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,5 2,2

Dias de granizo 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4

Temperatura
media de 10,5 12,8 16,3 186 23,2 28,1 31,3 30,7 264 20,7 14,2 10,6 20,3
maximas (2C)

Temperatura 61 77 103 126 168 212 240 236 198 150 94 65 144
media (2C)
Temperatura
media de 17 25 43 66 105 143 166 165 133 92 46 24 85

minimas (2C)
Dias de helada 12,0 9,0 4,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,0 10,0 40,0

Evapotranspira-

cion potencial,

indice de 12,0 17,0 33,0 50,0 86,0
Thornthwaite

(ETP)

123, 148, 135, 91,0 550 23,0 13,0 786,0

e Precipitacién maxima histdrica en 24 horas para un periodo de retorno de 10
afios: 83.3 mm

e Fecha media primera helada otofio: 30 de Octubre

e Fecha media ultima helada primavera: 18 de Abril
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Figura 10. Grafico climatico de la estacion de Buiiuel

1.5.3.2. La plantacidon

El sistema de plantacién establecido es el llamado “en espaldera” para todas las

variedades. Esto significa que la densidad es mayor de 1500 arboles/ha para una
recoleccidn mecanizada.

La plantacion ecoldgica de Arbequina tiene un sistema de corte de las hierbas en
lugar de tratarlo con herbicida, y asi se forma una cubierta vegetal que no tienen el
mismo aspecto.

1.5.3.3. Riego y fertilizacion

Los fertilizantes y el agua de riego en la finca se aplican conjuntamente, asi que
lo mds correcto seria llamarlo fertirrigacidon. Es un medio de aprovechar el agua como
vehiculo de los fertilizantes.

La aplicacion de éstos es realizada por el sistema del riego por goteo, con el que
el aprovechamiento del agua es maximo.

Cabe destacar que la diferencia principal entre diferentes zonas de la finca viene
dada por el sector ecoldgico.

En la siguiente tabla estan reflejadas las cantidades mensuales de agua vy
fertilizantes aplicadas en la campafia anterior para cada régimen.
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Tabla 6. Aplicaciones mensuales de agua y fertilizante en régimen convencional

Fertirrigacion

. Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | TOTAL
convencional

Agua (m3/ha) 150 | 150 | 250 | 400 | 500 | 500 | 400 | 150 | 2500

12(N)-3(P)-5(K).
Acido liquido ph 1,5 (kg)

2-4-11 + 1%Mg.
Acido liquido ph 1,5 (kg)

60 60 60 60 240

150 | 150 | 150 | 150 600

Tabla 7. Aplicaciones mensuales de agua y fertilizante en régimen ecoldgico

Fertirrigacion

L. Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sep | Oct | TOTAL
ecoldgica

Agua (m3/ha) 150 | 150 | 250 | 400 | 500 | 500 | 400 | 150 | 2500

Bior ph 3,5 (I) enmienda

P s 10 10 10 10 | 10 | 10 | 10 | 10 80
organica en fertirrigacion

1.5.3.4. Tratamientos fitosanitarios

En la plantacidn es necesario estar al tanto de las plagas y enfermedades de la
zona porque deben realizarse tratamientos fitosanitarios preventivos, ya que una vez
que el olivo es atacado no se recupera con facilidad.

Tabla 8. Tratamientos fitosanitarios realizados la campaia de 2009 al olivar convencional

22 semana . Prays oleae, saisetia oleae
Juvinal 30cc .
de mayo (cochinilla)
Cuproxat 400 cc Repilo y tuberculosis
Heliosufre ~ 300 cc Negrilla y acariosis
32Semana  Decis Prays oleae, glyfodes y
. 10 cc .
de junio expert barrenillo
Flint 15g Repilo
2 -
32 Semana  Decis 10 cc Mosca (Bractocea)
agosto expert
Cuprosan .
Pro 400 g Repilo
2 -
3 se?mana Decis 10 cc Mosca (Bractocea)
septiembre expert
Flint 15g Repilo

up!

Todos los derechos reservados
skubide guztiak erresalbatu dira
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La tabla anterior muestra de manera esquematica los tratamientos realizados a

las variedades a excepcion del ecologico.

Los tratamientos preventivos de diversas plagas y enfermedades deben ser

elegidos cuidadosamente en el olivar ecolégico, ademas de tratar con precaucion las
parcelas colindantes que se encuentren en régimen convencional.

Tabla 9. Tratamientos realizados en la campaia anterior al olivar ecolégico

tribasico de cobre)

a . .
23 semana FuIm|’t (.acelte 1] Cochinilla
mayo parafinico)
Neem (extracto de Glyfodes y orugas
. 250 cc . .
arbol, azadiractina) defoliadoras (margaronia)
Cuproxat (sulfato . .
e B 400 cc Repilo y tuberculosis
Dipel (Bacilus
P I
thurigensis) 08 rays oleae
Glyfodes, barrenillo (que
32semana Neem (extracto de es cuando aparece) y
Lo . 250 cc .
junio arbol, azadiractina) orugas defoliadoras
(margaronia)
Cuproxat (sulfato . .
4 Repil |
tribasico de cobre) 00 cc epilo y tuberculosis
Dipel (Bacilus
T —— 50g Prays oleae
a . X
fl .semana FuImllt (.acelte 11 Cochinilla
julio parafinico)
e (B O Glyfodes, ba.rrenlllo y
. 250 cc orugas defoliadoras
arbol, azadiractina) )
(Margaronia)
Cuproxat (sulfato . .
tribasico de cobre) 400 cc Repilo y tuberculosis
a
32semana Neem (extr'acto'de 250 cc Mosca
agosto arbol, azadiractina)
Cuproxat (sulfato . .
tribasico de cobre) 400 cc Repilo y tuberculosis
a N
3 sgmana eem (extr.acto.de 250 cc Mosca
septiembre arbol, azadiractina)
Cuproxat (sulfato 400 cc Repilo y tuberculosis
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1.5.4. Condiciones de cosecha

La cosecha llega para cada variedad en diferente fecha, ya que estd la produccién
planificada para que se elabore una sola variedad simultdneamente y por ello se han
utilizado variedades que lleguen al punto dptimo de madurez en diferentes momentos.

Las fechas de cosecha de cada variedad estadn reflejadas anteriormente, pero
para determinarlas hay que comenzar realizando pruebas del indice de madurez segun
se acercan las que se prevé que seran. Las pruebas consisten en lo siguiente (Barranco,
2008):

- Clase 0: Piel verde intenso.

- Clase 1: Piel verde amarillento.

- Clase 2: Piel verde con manchas rojizas en menos de la mitad del fruto. Inicio
del envero.

- Clase 3: Piel rojiza 0 morada en mds de la mitad del fruto. Final del envero.

- Clase 4: Piel negra y pulpa blanca.

- Clase 5: Piel negra y pulpa morada sin llegar a la mitad de la pulpa.

- Clase 6: Piel negra y pulpa morada sin llegar al hueso.

- Clase 7: Piel negra y pulpa morada totalmente hasta el hueso.

Siendo A, B, C, D, E, F, G, H, el numero de frutos de las clases 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
respectivamente, el indice de madurez se obtiene por la formula:

M Ax0 + Bx1 + Cx2 + Dx3 + Ex4 + Fx5 + Gx6 + Hx7
" 100

Una vez que se realizan los analisis a las variedades mds tempranas con tiempo,
se comienza la cosecha cuando el valor es el que aparece previamente en la
clasificacién de las variedades.

La cosecha se realiza de forma mecanizada con la vendimiadora NEW HOLLAND
VX7090:

Figura 11. Vendimiadora New Holland VX7090
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El arbol pasa por completo debajo de la cosechadora y unas varillas vibrantes
hacen que caiga la aceituna para ser recogida por cintas que la elevan hasta los
depdsitos laterales.

Cuando la vendimiadora estd completa, ésta descarga sobre un remolque para
gue inmediatamente se lleven la aceituna a ser procesada. Como la finca rodea al
trujal no pasa apenas tiempo.

La capacidad horaria de cosecha es de unos 3.000 kg, y al final de la jornada de
cosecha, en la que la vendimiadora esta operativa unas 15 horas, se consigue cosechar
unas 35-40 t/dia o 5-6 ha/dia, dependiendo de la madurez de la siguente aceituna en
recolectar.
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1.6. El proceso de elaboracion

El proceso de la elaboracion del aceite de oliva virgen extra de Artajo es el mismo

en todas las variedades, exceptuando las posibles fluctuaciones de la temperatura y las

pequeiias diferencias de tiempo que transcurre la materia prima en cada fase del

proceso.

El punto critico a la hora de elaborar un aceite de oliva de calidad es el tiempo
gue pasa desde que la aceituna es recolectada del arbol hasta que es procesada.

1.6.1. Tecnologia del proceso

Los pasos que se siguen en el trujal para elaborar sus aceites virgenes extras de

la marca Artajo se resumen en el siguiente diagrama de flujo de tecnologia del proceso

(Figura 12).

-

Recepcion de la
aceituna

Limpieza y lavado

Pesaje

Almacenamiento en
tolvas

Molienda

Batido

Centrifugacion
horizontal

Centrifugacion vertical

Decantacion

Almacenamiento a
granel

Envasado/Etiquetado

‘-

e

Figura 12. Diagrama de flujo de tecnologia de la elaboracion del aceite de oliva virgen extra Artajo
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El proceso comienza cuando una variedad llega a su punto de madurez éptimo,
entonces comienza la cosecha mecanizada de la aceituna con la cosechadora. Esta va
volcando las cargas de aceituna que recoge al remolque y cuando se llena, un tractor
lleva el producto directamente al trujal.

La recepcidn se lleva a cabo en una tolva subterranea del patio del trujal donde
los remolques que llegan vuelcan las aceitunas directamente y sin que pase mas de
una hora sin ser lavado. Asi se consigue la calidad éptima de la aceituna al ser
procesada, que es lo que va condicionar que consigamos un aceite de calidad.

Una vez en la tolva subterranea de recepcion, las aceitunas ascienden por una
cinta transportadora a hacia la mdaquina limpiadora-lavadora-pesadora. El agua es
recirculada para no derrochar pero se cambia con frecuencia para evitar estropear la
aceituna.

Las pesadas se almacenan en el ordenador central para contabilizar lo que ha
traido cada tractor y conocer asi la cosecha real (solo aceituna).

Cada pesada, de 60 kilos, va saliendo de la maquina compacta de lavado,
despalillado y pesado por las cintas transportadoras hacia tres tolvas de
almacenamiento, en las que no pasa mucho tiempo hasta su molturacién.

La siguiente fase, la molienda, consiste en que de las tres tolvas vaya cayendo
aceituna al molino que tritura el fruto para que por un sinfin pase a una batidora. El
proceso de molturacién de la aceituna tiene como finalidad romper las células del
mesocarpio que contienen el aceite de la pulpa. A este proceso es necesario llegar en
el menor tiempo posible para evitar el atrojado (fermentacién), la principal causa de
pérdida de calidad en los aceites.

El tornillo sinfin, atraviesa un tabique para llegar a otra sala que es la zona de
extraccién y la pasta llega a la batidora. Esta la mantiene un tiempo determinado y a
una temperatura, conseguida con una camisa de agua en las paredes de la batidora.
Ademas en el trujal la batidora consta de tres cuerpos de eje horizontal de los que cae
la pasta del de arriba al de abajo. La batidora sirve para agitar la pasta con un sistema
de paletas con la finalidad de que las gotas de aceite se vayan uniendo hasta formar
una fase oleosa y separarlo del agua. La calidad del aceite que se busca requiere 1h 15’
en la batidora y una temperatura nunca superior a 279C. Un aspecto importante que
tiene lugar durante el batido es el sellado hermético de la batidora para aplicar
nitrégeno de forma que se frene la oxidacién.

Después del batido viene la separacion de fases. Todo se realiza en un sistema
continuo, en el que la masa se introduce en un cilindro horizontal que rota a velocidad
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maxima. Debido a la diferencia de densidades se separa aceite, agua y orujo. Hay dos
sistemas de extraccion de fases; el de tres fases y el de dos. En el trujal se utiliza el
segundo, y consiste en un circuito herméticamente cerrado en el que un decénter
(centrifugacion horizontal) separa el aceite de oliva y el alpeorujo (Restos de aceituna
molturada una vez separado el aceite. Contiene partes sélidas y alpechines, que son
liqguidos residuales). No se adiciona casi agua porque el volumen de alpechin es
insignificante. Se considera un sistema muy ecoldgico.

El aceite proveniente del decanter se limpia con una centrifugadora vertical con
dos salidas previa adicion de agua y asi se obtiene el aceite de oliva sin decantar
separado del agua.

De un depdsito al que cae el aceite después de la centrifugacion vertical, el
aceite pasa a unos decantadores, ya que en el trujal no filtran el aceite para evitar
pérdidas de aroma, y en éstos pasa unas horas hasta su paso a la bodega para que sea
almacenado a granel. La sala de los depdsitos se encuentra a una temperatura de
182C, puesto que es la éptima para el aceite. Ademas, los depésitos se llenan con una
parte de nitrégeno para evitar oxidaciones previas a la venta.

Cuando se realizan los pedidos importantes es envasado y etiquetado en sus
diversos formatos y se guarda en el almacén de producto terminado a la espera de su
distribucidn.

Un aspecto a considerar es que cuando se quiere extraer otro tipo diferente de
aceite u otra variedad en el trujal limpian toda la maquinaria interiormente para que
no se mezclen aceites de diferentes calidades o variedades.

En el edificio de produccién hay dos zonas, una donde se procesa la aceituna y
otra a partir de cuando las aceitunas son molturadas, puesto que desde el molino
pasan a otra sala donde tiene lugar el resto del proceso. Las dos zonas se encuentran
informatizadas. En la primera parte desde el ordenador se controla a qué tolva va la
aceituna y cuando debe ser molida y en la segunda se extrae el aceite a partir de la
pasta.

1.6.2. Ingenieria del proceso

Los equipos utilizados en el proceso de elaboracién, en el orden en que son utilizados
para la elaboracién de aceite son los siguientes:

Tolva receptora de aceitunas: Llegan las aceitunas directamente del remolque. Es

un cono construido en chapa de 3 mm reforzado con anillos perimetrales de chapa
plegada de 3 mm. Estd fabricada con cono individual. Disefiada para apertura con
compuerta tajadera regulable neumatica. Estd empotrada en la obra.
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Cintas transportadoras alimentarias: Son de plastico blanco y transportan las

aceitunas desde la tolva de recepcion hasta la maquina de limpieza, lavado, pesaje y
despalillado. También son utilizadas para transportar la aceituna de la anterior
maquina a las tolvas.

Mdquina compacta de limpieza y lavado SAFI COM 20: Con esta maquina realizan

con eficiencia las primeras fases del proceso. Caracteristicas:

Produccién: 20/25.000 kg/h

Peso: 4.200 kg

Potencia: 23,6 CV

Criba de rodillos equilibrados y auto-limpiables
Molinete para separacién de ramas

Separacion de hoja mediante turbinas de aire
Recogedor de hoja con tolva

Separacion de fruto y piedra por diferencia de densidad
Desalojo de piedra por transportador sinfin

Sistema de lavado mediante cinta inversora

O O OO O O O o o o o

Depdsito de agua con una capacidad de 6.000 |, disefiado para la evacuacion de
agua y lodos por transportador sinfin

Impulsidon de agua mediante bomba sumergible

Bandeja vibratoria para escurrido del fruto

Despalilladora formada por 16 husillos helicoidales de nylon

Escalera de acceso y pasillos en tramex galvanizado

O O O 0O O©

Fabricado integramente en acero inoxidable

Complemento de bascula para la maquina compacta SAFI COM 20: Es un médulo

aplicado a la maquina compacta anterior con los que podemos realizar la funcion de
pesado antes de enviar la aceituna a las tolvas. Es informatizado e incluye todo el
equipo. Caracteristicas:

Produccion: 7.000/8.000 kg/h

Peso: 75 kg

Chasis monoblock

Bandeja receptora

Tolva de pesaje

Monitor LCD

Terminal de pesaje y control

Cuadro de maniobras para apertura y cierre de compuertas
Repetidor de peso

O O OO OO0 0O o OO0

Programa de gestion de pesaje
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O Programa de trazabilidad (cliente, calidad, variedad, término, paraje, finca
matricula, tolva de destino y aceituna lavada / no lavada)
0 Fabricado integramente en acero inoxidable.

Tolvas de almacenamiento de aceituna: Hay tres, son de acero inoxidable y

almacenan la aceituna durante corto tiempo. Una de ellas estd conectada al molino
directamente.

Molino de criba rotante de 50 CV Pieralisi: Se trata de un molino de criba rotante

con sentido de giro inverso a los martillos dotado de sistema de descarga continua y
forzada de pasta. Molinos de martillo a 3.000 rpm. La produccién maxima puede ser de
hasta 7.000 kg/hora y de 168.000 kg/dia.

llustracion 13. Molino de criba rotante 50 CV. Pieralisi

Elevador sinfin de pasta desde el molino hacia la batidora: Es una tuberia con un

tornillo sinfin, por el que pasa la pasta molturada hasta el cuerpo superior de la
batidora. En la foto anterior podemos observar cdmo va hacia arriba para depositar la
pasta en el cuerpo superior de la batidora que esta en la otra zona de la fabrica.

Batidora de 3 cuerpos Pieralisi 900: Con esta batidora se consigue que las gotas

de aceite comiencen a juntarse. Se le pueden aplicar diferentes temperaturas a sus
camisas de agua. Capacidad para 6.000 kg. Potencia de 7,5 CV y unas dimensiones de
1.580 x 3.430 x 3.240. Tiene sistema de carga automatico y continuo y valvulas de
salida controladas por ordenador. Esta fabricada en acero inoxidable. Estd sellada para
incorporar nitrogeno desde una bombona.

Dos decanters pieralisi SPI-111-S: La separaciéon de fases se realiza en éstos, y
ademas de ellos salen también los residuos. Su produccion es de 2500 kg/hora de cada

uno de ellos. El producto va por un circuito hermético que permite la separacion de
fases. La velocidad del tambor interior es de 3.500 rpm y tiene un didmetro de 353
mm.
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llustracién 14. Decanter Pieralisi SPI 111 S

Separador centrifugo vertical P-2000: Afiade agua para limpiar el aceite y luego
lo separa de esa agua. De este separador ya sale aceite (sin decantar). Caracteristicas:

Velocidad del tambor: 6.400 rpm
Potencia instalada: 5,5 kW
Diametro del tambor: 316 mm.
Arranque directo

Peso del tambor: 127 kg

Peso de la maquina: 830 kg

O ©0O 0O 0 OO

llustracidon 15. Centrifuga vertical Pieralisi
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Depdsitos de decantacién: El aceite se mantiene un tiempo en estos
decantadores porque hay proceso de filtracién y deben caer las impurezas a la parte
conica inferior. Son de acero inoxidable. De estos, el aceite pasa a las bodegas del otro

edificio.

llustracion 16. Depdsitos de decantacion
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1.6.3. Comercializacion

Los aceites analizados en este estudio son comercializados todos bajo la misma
marca, Artajo, en formatos de 250 ml (Figura 17) y de 500 ml. Se presentan todas las
variedades en la misma botella y se distinguen unas de otras por el color de la capsula
superior de metal y de la etiqueta.

a4
extra

@ Artajo

i

N\ ‘e Artajorssm.

Figura 17. Formato de comercializacion en botellas de 250 ml de los aceites estudiados. De izquierda a derecha:
Arbequina, Manzanilla Cacerefia, Koroneiki, Arbosana, Arréniz.
Aunque los aceites analizados sean seis, en la imagen aparecen cinco porque el
primero de ellos se comercializa en el mismo formato ya sea ecolégico o no, pero si se
trata del aceite virgen extra ecoldgico Artajo, la botella lleva el siguiente sello:

|

NEKAZARITZA EKOLOGIKOA
AGRICULTURA ECOLOGICA

Figura 18. Logotipo del CPAEN-NNPEK. Consejo de la produccién agraria ecolégica de Navarra
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1.7. Significado de los parametros quimicos a analizar

Es necesario en este estudio, describir uno a uno cada pardmetro que se ha
analizado para darle sentido a todo lo que se ha hecho y para encontrar el porqué de
cada uno de esos analisis.

El reglamento que tomamos como referencia es el Reglamento (CEE) n2 2568/91
relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva y
sobre sus métodos de andlisis y posteriores modificaciones, en el cual se basan todos
los procedimientos para la determinacién de los distintos parametros analizados en las
muestras. Se han llevado a cabo todos los andlisis de este reglamento para tener una
referencia base, aunque algunos de los pardmetros sirvan principalmente para
detectar la adulteracion de los aceites de oliva virgenes, pero asi autentificamos la
pureza de cada aceite.

1.7.1. Grado de acidez

Los lipidos contenidos en la aceituna y que, después componen el aceite de oliva
virgen son alterados por dos procesos principalmente; uno es la rancidez oxidativa u
oxidacién y el otro es la rancidez hidrolitica o lipélisis. Este ultimo es el que produce la
liberacion de los acidos grasos de los glicéridos y comienza cuando el aceite estd en el
fruto. La aceituna sana y en estado de madurez éptimo tiene una acidez muy baja,
pero una vez recolectada los acidos grasos libres van en aumento.

La hidrdlisis de los triglicéridos del aceite de oliva esta causada por las enzimas
lipasas que contienen algunos microorganismos junto con el agua que contienen las
aceitunas y con la humedad del medio. Se produce durante el almacenamiento de la
aceituna y por esta razén es imprescindible procesar el fruto lo mas rapidamente que
permita la industria.

ﬂ
CH,OCR CH,0H
enzimas
Y lipasas ﬂ
CH,0OCR + 3H0 — 3 CH,OH + 3RC-OH
0
CH,0OCR CH,0H

Figura 19. Hidrolisis enzimatica de un triglicérido
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Asi pues, la acidez es un indicador de posibles alteraciones sufridas en el
almacenamiento y en el proceso de elaboracion, aunque un mal manejo del cultivo
también puede ocasionar aumentos de la acidez. Se podria decir que la acidez
determina la calidad del aceite en cierto modo, ya que es el principal factor que separa
entre si las categorias de aceite de oliva virgen extra y virgen, ademas nuestras papilas
gustativas son muy sensibles a los acidos grasos libres y sélo es necesaria una pequefia
cantidad para estropear el sabor del aceite de oliva virgen.

La acidez se expresa en porcentaje de acido oleico libre, que es el mas
abundante, y se determina segun norma UNE 55.011 y segun el Anexo Il del
Reglamento (CEE) 2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los
aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis, en lo que nos hemos basado
para el analisis realizado. El valor de la acidez es el primer criterio de clasificacion en
los aceites de oliva (Tabla 10.a.).

Con respecto a la comparacién de variedades basandonos en la acidez hay que
decir que es un factor agronémico extrinseco, o lo que es lo mismo, que varia segun las
practicas culturales, la recoleccidon y el transporte del fruto a la almazara y esto
significa que no es un pardmetro que se pueda atribuir a la variedad, pero es necesario
analizarlo para comprobar si ha habido diferencias entre los procesos de los aceites y
porque la cantidad de agua del mesocarpo de las aceitunas si que esta relacionada con
la variedad y este factor

1.7.2. Indice de perdéxidos

La rancidez oxidativa u oxidacién de los lipidos es un proceso que altera la
materia grasa desde que comienza el almacenamiento y el proceso de elaboracién de
la aceituna. Esta oxidacion lipidica conduce a la formacion de compuestos
incomestibles y toxicos, lo que es inaceptable desde el punto de vista nutricional
(Sanders, 1983).

Cuando los lipidos se oxidan forman hidroperéxidos y muchos sistemas
cataliticos incluyendo la luz, la temperatura, los enzimas, los metales (Fe, Cu), las
metaloproteinas, los pigmentos y los microorganismos pueden acelerar esta reaccion.
La mayor parte de éstas reacciones necesita de algun tipo de radical libre y/o especie
oxigenada. La oxidacion se puede producir tanto en la oscuridad (autooxidacion) como
en presencia de luz.

El aceite de oliva se considera resistente en cierta medida a la oxidacién debido a
su bajo contenido en acidos grasos poliinsaturados (a mayor nimero de dobles enlaces
mas facil es la oxidacion) y por la presencia de antioxidantes naturales tales como el a-
tocoferol y los compuestos fendlicos, hidroxitirosol, tirosol, acido cafeico y otros
(Tsimidou, Papadopoulos y Borkou 1992). Sin embargo, es susceptible de oxidarse y
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muchos de los cambios indeseables en el aceite se pueden atribuir a procesos

oxidativos. La principal causa es la presencia de oxigeno.

El deterioro oxidativo del aceite de oliva puede seguir rutas enzimaticas o

quimicas:

Las enzimaticas siguen un proceso llamado cascada de los acidos grasos
poliinsaturados (Figura 20) y son necesarias una serie de acciones
enzimaticas. La cascada comienza a actuar en el momento en que se
produce cualquier dano al tejido del fruto, por lo que esta ruta estd
actuando durante el proceso de elaboracion del aceite, ademas las enzimas
provienen de la propia aceituna y de los microorganismos. Los compuestos
que se producen dan lugar a sabores y olores desagradables (olor a rancio).

Glicéridos
Fosfolipidos
Glicolipidos

Lipasas

Lipoxigenasa Hidrolasas
Foslolipasas

Acides linoleico y linolénico

Q.
Lipoxiganasa

9- y 13-hidroperéxidos de
los Acidos linoleico y linolénico
1

Liasas

I

- e ]
No-cnzimatico 1 Isomerasas
' Deshidrogenasas
]
1

v

Alcanales, alquenales, alcadienales
alcoholes, cetonas, oxoacidos

fotosensibilizada:

Figura 20. Oxidacion enzimatica de los acidos grasos insaturados. (Aparicio, Harwood 2003)

Las rutas quimicas son la autooxidacién de los lipidos y la oxidacién

v' En la autooxidacién estan involucrados muchos radicales libres y
especies oxigenadas. Los substratos de estas reacciones son los acidos
grasos insaturados y el oxigeno. El mecanismo de radicales libres de la
oxidacion de los lipidos se describe en un proceso de tres etapas:
iniciacion, propagacion y terminacion (Ingold, 1969). En la iniciacién los
radicales se forman directamente a partir de componentes lipidicos (a
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partir de temperatura, luz y otros radicales o metales como
iniciadores), en la propagacion se forman los hidroperéxidos pero no
son estables y se descomponen para producir compuestos no volatiles
y volatiles. Entre estos productos también hay radicales, que estimulan
la oxidacidn. La fase de la terminacion comprende el agotamiento de
los radicales libres reaccionando éstos entre si.

Iniciacion Propagacién Terminacion
- - -
100
[ PUFA
—_
=
= 75 F Hidroperéxidos Compuestos
= no volatiles
P}
=
2 oz
ga 50
=9 Compuestos
del flavor
25 b desagradable
0

——— = Tiempo

Figura 21. Oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) y formacién de productos primarios
(hidroperdxidos) y secundarios (compuestos no volatiles y volatiles responsables del flavor desagradable)
(Aparicio y Harwood, 2003)

v Otra ruta quimica es la oxidacién fotosensibilizada, que se considera el
factor mas perjudicial para la estabilidad oxidativa de los aceites
vegetales. El aceite de oliva contiene fotosensibilizadores naturales
qgue se activan cuando el aceite es expuesto a la luz durante su
distribucién comercial (Carlsson, Suprunchuk y Wiles, 1976). Esta
exposicién a la luz produce hidroperdxidos cuando estan presentes el
oxigeno y el fotosensibilizador. Este proceso se inicia y propaga
mediante las reacciénes de los radicales libres y se forman isdmeros
similares a los hidroperdxidos formados en la autooxidacion en
ausencia de luz (Bradley y Min, 1992).

Para caracterizar cudn oxidados estan los aceites hay varios parametros
relacionados. El indice de perdxidos es un parametro con el cual tenemos un dato
sobre hidroperdxidos o epiperdxidos y detecta la oxidacidn incipiente, antes de que se
hayan formado carbonilos, y por tanto, antes de que haya manifestacién de malos
olores y sabores. Se expresa en miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo de
aceite y se determina segin norma UNE 55.023 y segun el Anexo lll del Reglamento
(CEE) n? 2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de
orujo de oliva y sobre sus métodos de andlisis. El indice de perdxidos también da una
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informacién sobre las alteraciones en tocoferoles y polifenoles, que son los
antioxidantes naturales del aceite de oliva virgen.

La informacion completa sobre el estado de oxidacién se adquiere con la
determinacién de los pardmetros K3y, Ky70 y AK.

En las variedades estudiadas las diferencias pueden venir dadas por la cantidad
de agua de la aceituna, que es variable segln la variedad de olivo y también se pueden
encontrar diferencias relacionadas con la cantidad de acidos grasos poliinsaturados, ya
que las variedades con los niveles mas altos deberian ser mas sensibles a la oxidacion y
por tanto, dar un nivel de perdxidos mayor.

1.7.3. K70, K232, AK

Los dacidos grasos poliinsaturados son sensibles a las autooxidaciones por
radicales libres (Figura 22), induciendo la extension de este proceso a otros acidos
grasos. Los productos primarios de la oxidacién son, como se comenta anteriormente,
los hidroperéxidos, poco estables y que absorben a una longitud de onda de 232 nm.
Los siguientes productos que se forman después de los hidroperdxidos son las
diacetonas y las cetonas alfa-insaturadas. Como éstas absorben cerca de los 270 nm,
podremos detectarlas. También pueden formarse otras funciones oxigenadas,
hidréxidos y carbonilos, que incrementan la absorbancia de la radiacién UV entre 260 y
280 nm, con un maximo alrededor de los 270 nm. Esto ultimo se calcula con la AK.

100
B = | E—
< 10 B C16:0
E | -4 ciro
7] e -——® - —%— - _ g ® G180
1 X G20:0
R T
0.1 A ———— 4 ' ry
0 5 1 21 33
Tiempo (h)
00— . vy
S
= C1601
F e 3 CIT:
o< S —A- C18:1(9w)
I
= S -8 C18:1(7w)
B2 | e Cl82
" B G183
Ny —e C20:1
0,01 -+ Y— o w |
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NOTA: SFA, acidos grasos saturados; UFA, acidos grasos insaturados

Figura 22. Cambios de los acidos grasos saturados e insaturados (%) durante el proceso de deterioro oxidativo del
aceite de oliva virgen (Aparicio y Harwood en 2003)
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Para determinar el grado de oxidacion se calcula el coeficiente de extincidn
especifica (K), que aumenta conforme la alteraciéon oxidativa es mayor, hasta fases
muy avanzadas. Por esto complementa la informacién obtenida con el indice de
peroxidos. Los valores entre los que debe estar cada tipo de aceite se reflejan en la
Tabla 10. El método de hallar la Ky3;, la Ko7¢ y la AK es mediante un espectrofotémetro
que lea las absorbancias, a través de una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso, a 232 nm,
266 nm, 270 nm y a 274 nm. Se determinan segun el Anexo IX del Reglamento (CEE)
2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de
oliva y sobre sus métodos de analisis.

En cuanto a variedades, con estos valores, podemos distinguir cuales son las que
estdn en peores niveles de conservacién, ya que con el coeficiente de extincién
especifica se pueden detectar niveles de oxidacion mas alla de los productos primarios
de oxidacién (hidroperodxidos) y determinar asi las diferencias en la estabilidad segun la
variedad.

1.7.4. Humedad y materias voldtiles

Mide la presencia de productos que deben de eliminarse en casi su totalidad a lo
largo de un correcto proceso de elaboracién. La cantidad que se admite de estos
compuestos es de hasta el 0,2 %.

Es importante controlar el proceso de elaboracién para que no quede humedad
en el aceite ya que, contribuye a acelerar la oxidacion del mismo.

Se determina segin norma UNE 55020.
1.7.5. Impurezas insolubles en éter de petroleo

Indica la presencia de tierra, sustancias minerales, resinas, acidos grasos
oxidados, jabones alcalinos de los acidos palmitico y estedrico, materias nitrogenadas,
etc. Se analiza seglin norma UNE 55002, admitiéndose hasta 0,1% para aceites de oliva
virgenes.

El método se basa en filtrar el aceite de oliva con ayuda de éter de petrdleo
hasta que no queda nada de aceite en el filtro y Unicamente quedan las impurezas
insolubles. Pesando el filtro obtendremos la cantidad de las mismas.

Las impurezas excesivas pueden suponer un peligro para la conservacién del
aceite que puede tomar, durante ese periodo, malos olores y sabores potenciados por
otros procesos de alteracidén. La variabilidad de los resultados puede deberse,
principalmente, al proceso de elaboracion.
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1.7.6. Ceras

Las ceras son ésteres de los acidos grasos y alcoholes grasos. Las principales
ceras que se encuentran en el aceite de oliva son los ésteres C36, C38, C40, C42, C44y
C4e6.

Su presencia en el aceite de oliva virgen se debe a distintos factores, como puede
ser que en la molienda, las ceras que recubren al fruto como capa protectora, pasen a
formar parte de la pasta. También pueden aparecer en el aceite como resultado del
aumento de la temperatura en el proceso de batido. Hay autores que han demostrado
un aumento del contenido en ceras durante el almacenamiento y otros afirman que se
produce un aumento de las ceras cuando se realizan varios procesos de centrifugacién
consecutivos (Alba et al., 1996).

El andlisis de ceras es de interés ya que su contenido varia segun las categorias
del aceite de oliva (Tabla 10.a.) y la informacién sobre su presencia puede ser usada
como parametro de calidad y pureza.

Los aceites virgenes deben dar mayor contenido de C36 y C38, que de C40, C42,
C44 y C46. Las ceras se determinan, previo fraccionamiento del aceite al que se le ha
afiadido un patrén interno adecuado (araquidato de laurilo), mediante cromatografia
en columna de gel de silice hidratado. Se recupera la fraccidn eluida y a continuacién
se emplea el andlisis directo por cromatografia de gases con columna capilar e
inyeccion en columna fria.

El método para determinar el contenido de ceras es el que aparece en el Anexo
IV del Reglamento (CEE) n2 183/93 que modifica el Reglamento (CEE) 2568/91 relativo
a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva y sobre sus
métodos de analisis.

Las diferencias en el contenido de ceras de los aceites analizados puede ser
consecuencia del método de elaboracién y del tiempo que lleven almacenados, ya que
los aceites se producen en el orden de maduracion de cada variedad.

1.7.7. Estigmastadieno

El analisis del hidrocarburo estigmasta-3,5-dieno ha sido propuesto como
método para detectar la presencia de aceites refinados en el aceite de oliva virgen. El
estigmastadieno se forma al eliminarse una molécula de agua del B-sitosterol, lo que
se produce en la refinacion durante la decoloracién.

El método para determinar el estigmastadieno aparece en el Reglamento (CEE)
n2 183/93 que modifica el Reglamento (CEE) 2568/91 relativo a las caracteristicas de
los aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis.
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1.7.8. Monopalmitato de 2-glicerilo

Con la evaluacidn de este compuesto se determina el porcentaje de dacido
palmitico en posiciéon 2 de los triglicéridos. Es un método que Unicamente nos
proporciona informacion sobre la presencia de aceites obtenidos por esterificaciéon, ya
que naturalmente el acido estearico esterifica con mayor proporcion en posicidon 1y 3.
En la posicidn beta o 2, es mas frecuente que se encuentren los acidos insaturados
oleico y linoleico.

El andlisis del monopalmitato de 2-glicerilo se determina mediante el anexo VII
que estd en el Reglamento (CE) n2 702/2007 que modifica el Reglamento (CEE)
2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de
oliva y sobre sus métodos de andlisis, y esta incorporado a este reglamento con la
modificacion mencionada en el aifio 2007, ya que antes se determinaba el pardmetro
“acidos grasos saturados en posicion beta de los triglicéridos”.

1.7.9. Composicion de los dcidos grasos

El conocimiento de la composicion en acidos grasos del aceite de oliva, tanto
cualitativa como cuantitativamente, ha sido siempre un tema de gran interés debido a
que son los componentes fundamentales y mayoritarios del aceite de oliva virgen.

Normalmente, los acidos grasos se encuentran formando ésteres, habitualmente
con la glicerina, para dar lugar a los glicéridos (mono, di y triacilgliceroles) y fosfatidos.
Se encuentran también como acidos grasos libres pero en una cantidad muy pequefia.
A veces pueden formar ésteres con alcoholes grasos de estructura lineal (ceras) o
terpénica (ésteres de terpenos y ésteres de esteroles).

Para el analisis de los acidos grasos es necesario derivatizarlos formando ésteres
metilicos antes de proceder con la cromatografia de gases en columna capilar, porque
asi son mas faciles de eluir. La reaccién de interesterificacion se lleva a cabo en medio
metandlico con hidréxido potdsico en ausencia de calor, y es la siguiente:

0
CH,OCR CH,OH
0 0
L, U Cat. | [
CH,OCR + 3CHOH ——"" 5 CHOH + 3 RC—O—CH;
Q
0
CH,OCR CH,OH

Figura 23. Reaccidn de interesterificacion
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En cuanto a la composicidn en acidos grasos de aceites de oliva virgen extra, hay
estudios realizados que muestran amplios margenes de variabilidad, lo que se
considera relacionado con factores genéticos y ambientales en el desarrollo de estos
frutos (Kiritsakis, 1992). Ya que los factores ambientales, como se ha dicho
previamente, son muy parecidos, podriamos atribuir las diferencias a los primeros, es
decir, al cultivar. Otros autores indican igualmente al estudiar la composicién acidica
del aceite de oliva procedente de diferentes campafas, épocas de recoleccion y
variedades, que el contenido graso tiene una fuerte componente varietal, atribuyendo
a este factor mas del 70 % de la variabilidad encontrada, en especial si se tienen en
cuenta las variaciones porcentuales del contenido en acido palmitico, estearico, oleico
y linoleico (Uceda et al, 1998).

El analisis de la composicion de los acidos grasos permite también, controlar
posibles alteraciones del aceite de oliva virgen, puesto que los aceites de oliva virgenes
aseguran una cantidad suficiente de insaturados, especialmente monoinsaturados
(oleico) con todas sus connotaciones beneficiosas para corregir riesgo de
enfermedades cardiovasculares y a la vez presentan la insaturacién idénea para
elaboracion de alimentos a alta temperatura sin deteriorarse (Hidalgo, 1993).

El perfil de los acidos grasos es un parametro que se ha utilizado multiples veces
para caracterizar aceites de oliva monovarietales asi que en este estudio es el
pardmetro mas importante a analizar, porque es lo que mas va a diferenciar a unas
variedades de otras, que es el objetivo general de todo el estudio. Los acidos grasos
gue nos vamos a encontrar en el aceite analizado son; el acido miristico (C14:0), el
acido palmitico (C16:0), el acido palmitoleico (C16:1), el acido margarico (C17:0), el
acido margaroleico (C17:1), el acido estedrico (C18:0), en mayor proporcion el acido
oleico (C18:1), el acido linoleico (C18:2), el acido linolénico (C18:3), el acido araquidico
(C20:0), el acido gadoleico (C20:1), el acido behénico (C22:0) y el acido lignocérico
(C24:0).

Para su determinacién se han seguido los métodos que detallan los Anexos X “A”
y X “B” del Reglamento (CEE) 2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites de
oliva y de los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis.

1.7.10. Diferencia ECN42 real y teorico

El ECN42 se define como el contenido de triglicéridos con nimero equivalente de
carbonos 42. Este puede ser calculado tedricamente a partir de la composicién de los
acidos grasos y también se calcula experimentalmente por cromatografia de liquidos
de alta resolucién (HPLC).

A partir de la diferencia entre el ECN42 real y el calculado tedricamente se
pueden detectar aceites de semillas en el aceite de oliva porque ambos se
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corresponden, dentro de ciertos limites, en el aceite de oliva virgen. También, a partir
del HPLC realizado en esta prueba, se puede determinar la composicion de los
triglicéridos que contienen los aceites estudiados.

La variedad oleicola y la latitud no parecen afectar al ECN42, pero en cambio si
gue afectan a los niveles de trilinoleina (Leédn-Camacho, 1998), un triglicérido con tres
acidos linoleicos, poliinsaturados, que esta en baja proporcion en el aceite de oliva
virgen, pero que es muy importante desde el punto de vista nutricional. Podemos
analizar la concentracién de trilinoleina en el HPLC.

El ECN real analizado por HPLC es la suma de los porcentajes de las dreas de los
picos de los triglicéridos LLL, OLnL + PoLL y PLnL. La diferencia entre el ECN42 real y el
tedrico se expresa en % en moles, y se calcula segln el Reglamento (CE) n2 2472/97
que modifica el Reglamento (CEE) 2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites
de oliva y de los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis.

1.7.11. Composicion de los esteroles y eritrodiol + uvaol

Los principales esteroles del aceite de oliva son B-sitosterol, A’-avenasterol vy
campesterol. Otros esteroles presentes, aunque en menores cantidades, son el
estigmasterol, colesterol, 24-metilencolesterol, A7-campesterol, A5’23-estigmastadienol,
sitostanol, A>**-estigmastadienol, A’-estigmastenol y A’-avenasterol (Boskou vy
Morton, 1975; Boskou, 1978; Fedeli, 1977; Itoh et al., 1981). El eritrodiol, entendido
corrientemente como conjunto de los dioles eritrodiol y uvaol, es un componente

insaponificable caracteristico de algunos aceites.

El conocimiento del perfil de esteroles y el analisis del eritrodiol + uvaol se ha
utilizado para detectar posibles mezclas fraudulentas de grasas de menor valor que el
aceite de oliva, pero también se ha utilizado como un parametro para caracterizar a los
aceites de oliva monovarietales. Ademas se ha observado que el perfil de esteroles
varia atendiendo a distintos factores como los agrondmicos (clima, suelo, agua), la
recoleccién (cultivar, madurez), factores tecnoldgicos (conservacién del fruto o del
aceite, sistemas de extraccion), factores geograficos (altura, longitud) y a los procesos
industriales.

Muchos de los esteroles presentan valores caracteristicos segun la variedad de
aceituna de la que procede el aceite (Paganuzzi, 1987; Aparicio, Morales y Alonso,
1997). Razén por la que seran estudiados para poder encontrar diferencias
significativas, sabiendo que los factores antes mencionados son muy parecidos en los
aceites analizados al estar en una misma finca de una extension limitada.

Para la determinacién de estos compuestos mediante cromatografia de gases se
ha seguido el método que aparece en los anexos V y VI del Reglamento (CEE) 2568/91.
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1.7.12. Valores limite de los pardmetros analizados para el aceite de oliva virgen extra

Tabla 10.a. Clasificacion de los aceites seglin parametros quimicos. Reglamento (CE) n2 702/2007 de la comision de 21 de junio de 2007 que modifica el Reglamento (CEE) n2 2568/91
relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis

Categoria

1. Aceite de oliva virgen extra

2. Aceite de oliva virgen

3. Aceite de oliva lampante

4. Aceite de oliva refinado

5. Aceite de oliva (compuesto de
aceites de oliva refinados y de
aceites de oliva virgenes)

6. Aceite de orujo de oliva bruto

7. Aceite de orujo de oliva
refinado

8. Aceite de orujo de oliva

Acidez (%)

indice de
Perdoxidos
mEq 02/kg

Ceras
mg/kg

<250

<250

<300

<350

<350

> 350

> 350

> 350

Monopalmitato de 2-glicerillo (%)

< 0,9 si % acido palmitico total < 14 %
< 1,0 si % acido palmitico total >14 %

<0,9 si % acido palmitico total £ 14 %
< 1,0 si % acido palmitico total >14 %

< 0,9 si % acido palmitico total < 14 %
< 1,1 si % acido palmitico total >14 %

< 0,9 si % acido palmitico total < 14 %
< 1,1 si % acido palmitico total >14 %

< 0,9 si % acido palmitico total < 14 %
< 1,0 si % acido palmitico total >14 %

Estigmas-
Tadieno
mg/kg

<0,10

<0,10

<0,50

Diferencia
ECN42
(HPLC) y
ECN42
(tedrico)

K232

<2,50

<2,60

K270

<0,22

<0,25

<1,10

<0,90

<2,00

<1,70

AK

<0,01

<0,01

<0,16

<0,15

<0,20

<0,18
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Tabla 10.b.

Categoria

1. Aceite de oliva
virgen extra

2. Aceite de oliva
virgen

3. Aceite de oliva
lampante

4. Aceite de oliva
refinado

5. Aceite de oliva
(compuesto

de aceites de oliva
refinados y de
aceites de oliva
virgenes)

6. Aceite de orujo
de oliva bruto

7. Aceite de orujo
de oliva refinado
8. Aceite de orujo
de oliva

Clasificacion de los aceites segiin parametros quimicos. Reglamento (CE) n2 702/2007 de la comisién de 21 de junio de 2007 que modifica el Reglamento (CEE) n2 2568/91

relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis

Contenido de acidos (%) Sumas de Composicion de los esteroles

Suma de isémeros Eeti 5 Delta-

Miris- Linolé- Araqui- Eicose- Behe Ligno- losisome-  translinolei- = Coles-Brasicas- Campes nigsg- siiz: 7-estig
tico nico dico  noico nico = cérico = rostrans- cos + terol terol terol terol terol mas-
(%) (%) (%) (%) (%) (%) | oleicos (%)  translino- (%) (%) (%) % o) tenol

Iénicos (%) (%) (%) (%)

<0,05| £1,0 <0,6 <04 | £0,2 <0,2 <0,05 <0,05 <0,5 <01 <4,0 <Camp.293,0 <0,5
<0,05 <1,0 <0,6 <04 | £0,2 <£0,2 <0,05 <0,05 <05 <0,1 <4,0 <Camp.293,0 <0,5
<0,05| £1,0 <0,6 <04 | £0,2 <0,2 <0,10 <0,10 <0,5 <01 <4,0 - >293,0 <05
<0,05 <1,0 <0,6 <04 | £0,2 <£0,2 <0,20 <0,30 <0,5 <0,1 <4,0 <Camp.293,0 <0,5
<0,05| £1,0 <0,6 <04 | £0,2 <0,2 <0,20 <0,30 <0,5 <01 <4,0 <Camp.293,0 <0,5
<0,05 <1,0 <0,6 <04 | £0,3 <£0,2 <0,20 <0,10 <0,5 <£0,2 <4,0 - 293,0 <05
<0,05| £1,0 <0,6 <04 | £0,3 <0,2 <0,40 <0,35 <0,5 <£0,2 <4,0 <Camp.293,0 <0,5
<0,05 <1,0 <0,6 <04 | £0,3 <£0,2 <£0,40 <0,35 <0,5 <£0,2 <4,0 <Camp.293,0 <0,5

Esteroles
totales

(mg/kg)
> 1000
> 1000
> 1000

> 1000

21000

21000

21000

> 1000

(*) Contenido de otros acidos grasos (%): palmitico: 7,5-20,0; palmitoleico: 0,3-3,5; heptadecanoico: < 0,3; estedrico: 0,5-5,0; oleico: 55,0-83,0; linoleico: 3,5-21,0.

Eritro-

dioly

uvaol
(%)
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1.8. La cata o analisis sensorial

La sensacion que causa el aceite de oliva en el paladar del consumidor no puede
ser valorada a través de ensayos quimicos o fisico-quimicos, aunque se ha intentado.
Los sentidos detectan, en muchos casos niveles muy bajos de ciertos productos, a
menores concentraciones que los métodos analiticos y, aprecian como agradables o
desagradables, el conjunto de los innumerables productos que constituyen el aroma. A
la vez, la sensacifion que producen en el paladar puede estar adquirida por el olor.

Por estas razones se recurre a los analisis sensoriales, sometiendo la muestra a
expertos catadores, en condiciones tipificadas. El juicio de cada uno tiene una alta
componente de subjetividad, pero a mas catadores, los resultados se objetivan.

Cuando se realiza una cata, el jefe del panel, a través de un programa estadistico,
calculard la mediana del frutado y la mediana de los defectos tal y como indica el
Reglamento (CE) n2 640/2008.
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Objetivos

2. Objetivos

El presente estudio tiene como objetivo principal la comparacion y diferenciacién
de aceites de oliva virgenes extra procedentes de distintas variedades. Esta
diferenciacién se va a llevar a cabo desde dos puntos de vista diferentes, como son el
andlisis quimico de diversos parametros (enumerados antes) y el andlisis sensorial en
cata profesional de cada uno de los aceites.

Hay que destacar que todos los aceites estudiados son de la misma finca, estan
bajo el mismo clima, son irrigados con la misma cantidad de agua y los tratamientos
fitosanitarios realizados a todas las variedades de olivar, a excepcién del ecoldgico, son
los mismos. Por estas razones las diferencias pretenden ser atribuidas a la variedad de
olivar.

Como otros objetivos especificos que surgen del desarrollo del anterior
encontramos:

- Objetivo 1: Observar las diferencias que tienen entre si dos aceites de la misma
variedad (Arbequina) cuando uno es ecolégico y el otro no lo es. Esto nos
serviria para ver la influencia del cultivo ecoldgico del olivar y para determinar
la incidencia que tienen los tratamientos fitosanitarios en el aceite.

- Objetivo 2: Caracterizar cada tipo de aceite a través de los diferentes analisis
en aspectos como capacidad de conservacién del aceite, combinacién con
diferentes alimentos segun atributos organolépticos y calidad nutricional de
cada uno.

Se valorard si las diferencias son lo suficientemente significativas para
determinar si vienen dadas por la variedad.
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3. Disefo experimental

Todos los aceites se van a estudiar desde el analisis quimico y el analisis
sensorial. La forma de llevar a cabo estos andlisis es la siguiente:

3.1. Analisis quimico

Se van a analizar quimicamente los siguientes aceites de oliva virgenes extra
segun el Reglamento (CE) N2 2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites de
oliva y los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de andlisis y sus posteriores
modificaciones:

- Aceite de oliva virgen extra Artajo Arbequina convencional
- Aceite de oliva virgen extra Artajo Manzanilla cacerefia

- Aceite de oliva virgen extra Artajo Koroneiki

- Aceite de oliva virgen extra Artajo Arbequina ecolégico

- Aceite de oliva virgen extra Artajo Arrdniz

- Aceite de oliva virgen extra Artajo Arbosana

Cada uno de los aceites anteriores sera analizado de los siguientes parametros
por triplicado estudiando los datos estadisticamente:

Grado de acidez
indice de peréxidos
K270

K232
AK

Humedad y materias volatiles
Impurezas insolubles en éter de petrdleo
Composicion de los acidos grasos

O O OO0 oo oo

Composicidn de los esteroles

Los siguientes parametros se determinaran de manera simple para seguir con el
reglamento en el que se basan los andlisis, pero como no son determinantes para
caracterizar los aceites por la variedad pues no se profundizara en ellos:

Ceras
Estigmastadieno
Monopalmitato de 2-glicerillo

O O O O©°

Diferencia ECN42 real y tedrico
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3.2. Analisis sensorial

En lo que respecta al andlisis sensorial el disefio experimental consiste en catarlos,
desde un panel de cata profesional, compuesto por 16 catadores, en el que todos y
cada uno de ellos realiza un analisis de cada uno de los seis aceites de las diferentes
variedades y lo plasma en la ficha oficial de cata del aceite de oliva virgen.

Esta ficha aparece en el Reglamento (CE) N2 640/2008 de la comision de 4 de julio
de 2008, que modifica el Reglamento (CE) N2 2568/91 relativo a las caracteristicas de
los aceites de oliva y los aceites de orujo de oliva y sobre sus métodos de analisis.

A parte de la valoracién de la ficha oficial se realizara un anlisis descriptivo de las
notas y aromas que contienen los aceites para caracterizarlos organolépticamente.
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Materiales y métodos

4. Materiales y métodos

4.1. Material base

4.2. Andlisis quimico

4.2.1.
4.2.2.
4.2.3.
4.2.4.
4.2.5.
4.2.6.
4.2.7.
4.2.8.
4.2.9.
4.2.10.

4.2.11.

Grado de acidez

indice de perdéxidos

Prueba espectrofotométrica en el ultravioleta (K33, Ky70, AK)
Humedad y materias volatiles

Impurezas insolubles en éter de petrdleo

Contenido de ceras mediante cromatografia de gases
Determinacién de estigmastadienos

Monopalmitato de 2-glicerilo

Composicién de acidos grasos

Contenido de triglicéridos con ECN 42 (Diferencia entre el contenido
tedrico y los datos obtenidos por HPLC)

Composicidn de esteroles

4.3. Andlisis sensorial

4.4. Método de analisis estadistico
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4.1. Material base

El aceite de oliva virgen extra de Artajo es el material base a analizar en todos las

pruebas de este ensayo. Tiene seis variantes diferentes y en la Figura 24 se reflejan las

botellas recogidas de cada depdsito de aceite para realizar los andlisis quimicos en el

laboratorio.

Figura 24. Aceites a analizar después de dar entrada en el laboratorio

Los aceites analizados se denominan de la siguiente manera, en orden de

entrada de muestras al laboratorio:

O O O O©°

o
o

Aceite de oliva virgen extra Artajo Arbequina (D.O.P. Aceite de Navarra)
Aceite de oliva virgen extra Artajo Manzanilla Cacerefia

Aceite de oliva virgen extra Artajo Koroneiki

Aceite de oliva virgen extra Artajo Arbequina ecoldgico (D.O.P. Aceite de
Navarra)

Aceite de oliva virgen extra Artajo Arroniz (D.O.P. Aceite de Navarra)
Aceite de oliva virgen extra Artajo Arbosana

El aceite de oliva virgen extra Artajo en sus diferentes variedades se encuentra

en depodsitos de acero inoxidable, de los que se recogieron y embotellaron las

muestras justo antes de ser analizadas. La muestra consiste en dos botellas de cada

aceite monovarietal de 0,5 |, aunque se considera como un total de 1 I.
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4.2. Analisis quimicos

Los ensayos realizados a los distintos aceites de oliva virgenes extra
monovarietales se han llevado a cabo en el laboratorio de FOOD CONTROL SERVICE
S.L. situado en el poligono industrial Las Labradas, vial Pais Vasco, Tudela (Navarra).

Para estudiar los diferentes parametros estadisticamente los analisis mas
relevantes se han realizado por triplicado. Esto se ha llevado a cabo en el grado de
acidez, el indice de perodxidos, la prueba espectrofotométrica en el ultravioleta (Kjs,,
Ky70 ¥ AK), la humedad y materias volatiles, impurezas insolubles en éter de petréleo,
composicion de acidos grasos y en la composicidén en esteroles.

En cuanto a los pardmetros de contenido en ceras, estigmastadieno,
monopalmitato de 2-glicerilo, el numero total de esteroles y el contenido en eritrodiol
+ uvaol, se ha considerado que no suponen un identificador entre variedades, pero se
han realizado andlisis simples para seguir el guién marcado por el Reglamento (CEE) n?
2568/91 relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de
oliva y sobre sus métodos de analisis.

4.2.1. Grado de acidez

El método de andlisis se basa en la disolucidon de la muestra en una mezcla de
disolventes para la posterior valoracién de los acidos grasos libres mediante solucién
etandlica de hidroxido potasico utilizando fenolftaleina.

O Materiales
- Balanza analitica 0,001 g de precision.
- Matraces Erlenmeyer 250 ml.
- Embudo de cristal.
- Papel de filtro.
- Bureta 10 ml.
- Pipetas pasteur.
- Solucién etandlica valorada de hidréxido potdsico 0,1 N.
- Solucién etandlica valorada de hidréxido potdsico 0,0184 N.
- Mezcla de éter dietilico y etanol (96%) 1:1.
- Solucidn etandlica de fenolftaleina al 1%.
- Sulfato sédico anhidro.

O Meétodo
1. Homogeneizar la muestra con suave agitacion.
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2. Pesar en Erlenmeyer de 250 ml una cantidad de muestra segun el grado de
acidez previsto y anotar el peso exacto de cada muestra:

Tabla 11. Cantidad de muestra y precisidon necesarias segun la acidez prevista

2 Acidez previsto Peso de la muestra (g) | Precisidn en pesada
<1 De 10a 20 0,05
l1a4d De2,5a10 0,02
4a15 De0,5a2,5 0,01
15a75 De0,1a0,5 0,001
>75 0,1 0,001

3. Neutralizar la mezcla de disolventes en presencia de fenolftaleina con hidréxido
potasico 0,1 N hasta débil coloracion rosa.

4. Anadir la mezcla de disolventes previamente neutralizada. Disolver mediante
agitacion.

5. Rellenar la bureta de 10 ml hasta enrasar.

Valorar, agitando continuamente, con el hidréxido potasico 0,1 N poco a poco
hasta que una gota produzca viraje débil. Sera rosa anaranjado por el color del
aceite y debera permanecer 10”.

7. El volumen de KOH gastado debera estar entre 1 y 10 ml, pero como la acidez
es muy baja y gasta menos de 1 ml hay que preparar KOH menos concentrado
(sobre 0,02 N). Para ello se vierte en un matraz aforado de 250 ml, 50 ml de
KOH 0,1 N y se completa con alcohol 962 hasta enrase. Hay que realizar un
contraste con ftalato acido de potasio para determinar la normalidad del KOH
exacta:

a. Se pesa el ftalato acido de potasio exacto (entre 0,04 y 0,05 g) reactivo
de analisis y seco.

b. Se afiaden 50 ml de H,O recién hervida y fria y unas gotas de
fenolftaleina.

c. Desde la bureta enrasada, se echa la solucion potdsica hasta aparicidon
de un rosa débil que persista mas de 30" agitando.

d. Asi la normalidad de la solucion alcalina de KOH se calcula:
P

N=Vx020a23
P = Peso, en gramos, del ftalato acido de potasio
V =Volumen, en ml, de solucién de KOH gastada
e. Realizar el contraste por triplicado
8. Volver a valorar la muestra con el hidroxido potasico 0,0184 N obtenido. El
color obtenido sera anaranjado como en la Figura 25.
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Figura 25. La muestra antes de ser valorada y después

9. Realizar por triplicado la valoracién en cada uno de los aceites.
10. Para realizar los célculos:

V x N x 282

Grado de acidez (% de acido oleico) =
10xP

V = ml de KOH gastados
N = Normalidad del KOH utilizado
P = g de aceite de la muestra

4.2.2. Indice de perdxidos

El indice de perdxidos es la cantidad de perdxidos en la muestra que ocasionan la
oxidacion del yoduro potasico en las condiciones que describe el método.

El indice obtenido puede tomarse como una primera aproximacién, como una
expresidn cuantitativa de los perdxidos de la grasa.

El método se basa en calcular los miliequivalentes de oxigeno activo en un kilo a
partir del yodo liberado del yoduro potasico. Los peréxidos e hidroperdxidos oxidan al
yoduro potdsico, en medio acido (la muestra estd disuelta en cloroformo y acido
acético glacial), segun la reaccién de la Figura 26.
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R1 R

H+ \l—ol/ o=l
R1 R OH -
\|—|/ +21-

H+
R1 R

\V/ + H20 + I—I

O

Figura 26. Reaccion de oxidacion del ioduro potasico por parte de los perdxidos

El yodo liberado sera proporcional a los perdxidos existentes y se valora con
tiosulfato sédico segun la siguiente reaccion:

2N325203 +1l, —» NaZS405 + 2Nal

El I, con el almiddn (indicador) forma un complejo azul oscuro que desaparece al
pasar éste a | visualizandose asi el punto final de la reaccidn.

O Materiales
- Balanza analitica 0,001 g de precision.
- Matraz Erlenmeyer 250 ml con cuello y tapdn esmerilados.
- Bureta 25 ml (0,05 ml).
- Micropipeta.
- Pipeta 10 ml.
- Pipeta 15 ml.
- Probeta 100 ml.
- Agua desmineralizada para precipitacién de reactivos.
- Cloroformo.
- Acido acético glacial.
- Solucidn acuosa saturada de yoduro potdsico:
0 Disolver yoduro potdsico en exceso en H,O y conservar en frasco
topacio bien tapado. Preparacién en el momento.
- Solucidn acuosa de tiosulfato sddico 0,001 N comercial.
- Solucién de almidén, en solucidon acuosa de 10 g/l, recién preparada con
almidon soluble.

0 Método
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10.

Homogeneizar la muestra vy filtrar con papel de filtro con una cucharada de
sulfato de sodio anhidro.

Pesar la muestra de aceite en un Erlenmeyer en funcién del indice esperado y
anotar el peso exacto:

Tabla 12. Cantidad de muestra a pesar segun indice de peroxidos esperado

indice esperado (meq 0,/kg) Peso muestra (g)
De0Oal2 De5a?2
De12a 20 De2al,2
De 20 a 30 De1,2a0,8
De 30a50 De 0,8a0,5
De 50 a 90 De0,5a0,3

Agregar 10 ml de cloroformo, en el cual se disuelve rapidamente la grasa por
agitacion ligera.

Aiadir 15 ml de acido acético glacial al Erlenmeyer.

Afadir 1 ml de solucién acuosa saturada de yoduro potdsico con la micro
pipeta.

Cerrar rapido el matraz y agitar 1 minuto, con movimiento suave de rotacion.
Mantenerlo en la oscuridad 5 minutos exactos a 15-252C.

Aiadir trancurridos los 5 minutos 75 ml (aprox.) de agua destilada con probeta
y agitar vigorosamente.

Afadir unas gotas de almidén como indicador hasta que se oscurezca. Este
forma complejo con el |, de color azul oscuro que desaparece al pasar éste al.
Llenar la bureta con tiosulfato sddico 0,01 N y valorar el yodo liberado hasta
viraje del indicador, que consiste en la desaparicion del color oscuro para que la
parte acuosa quede transparente. En la Figura 27 aparece el aceite con el color
oscuro del indicador y una réplica una vez terminada la valoracion.
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Figura 27. Dos réplicas de la solucidn que contiene la muestra antes (izquierda) y después (derecha) de ser
valoradas con tiosulfato sédico

11. Anotar el volumen de tiosulfato gastado.

12. Realizar el analisis por triplicado en cada muestra de aceite.

13. Para realizar los calculos:

V1 — Vo = Volumen gastado de tiosulfato sédico
N = Normalidad del tiosulfato sddico
P = Peso, en gramos, de la muestra de aceite

4.2.3. Prueba espectrofotométrica en el ultravioleta (K»3,, K70,
AK)

El método de andlisis se basa en que la materia grasa se disuelve en el
ciclohexano y se determina la extincion de la solucién a las longitudes de onda
prescritas, respecto al disolvente puro. A partir de los valores espectrofotométricos se
calculan las extinciones especificas (K).

De este método se obtienen tres parametros, explicados anteriormente, que son
los coeficientes de extincidn K, Kyzo v la AK.

O Materiales

- Espectrofotometro ultravioleta visible Thermo Spectronic Helios Gamma
(Figura 28), con lectura multiple de absorbancia.

- Balanza analitica 0,001 g de precision.
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- Cubeta de cuarzo con paso 6ptico de 1 cm.

- Matraces aforados de 10 ml.

- Matraces aforados de 25 ml.

- Ciclohexano de calidad para espectrofotometria.
- Sulfato sédico anhidro.

Figura 28. Espectrofotémetro Thermo Spectronic Helios Gamma

0 Método

1. Homogeneizar y filtrar la muestra con papel de filtro con una cucharada de
sulfato de sodio anhidro para que esté exenta de particulas en suspension.

2. Encender el espectrofotdmetro media hora antes y seleccionar las longitudes
de onda adecuadas. Realizar un autocero con ciclohexano en la cubeta de
cuarzo a 232 nm de longitud de onda.

3. Pesar en tres Erlenmeyer de 10 ml de 40 a 60 mg de muestra y en otros tres de
25 ml, pesar de 400 a 600 mg. Esto se realiza de esta manera para que el
resultado del espectrofotometro esté en rangos de longitudes de onda fiables.
Afadir 6 o 7 ml de ciclohexano a cada matraz y disolver la grasa agitando.

5. Completar hasta enrase de los matraces con ciclohexano y homogeneizar. Debe
quedar una solucidn sin turbidez.

6. Rellenar la cubeta de cuarzo con los matraces de 10 ml, medir la extincién a
232 nm y anotar la absorbancia obtenida.

Todos los derechos reserv
Eskubide guztiak err i
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7. Limpiar bien la cubeta con ciclohexano entre cada medida.

8. Seleccionar ahora en el espectrofotémetro las longitudes de onda 266, 270 y
274 nm.

9. Llenar la cubeta de ciclohexano y hacer el autocero a las tres longitudes de
onda.

10. Llenar la cubeta con los matraces de 25 ml y medir las tres absorbancias.
Aparecen a la vez en la pantalla del espectrofotémetro.

11. Anotar todos los resultados obtenidos.

12. Para realizar los cdlculos:

Ay xVx10 Kaes + Ka74
K= P AK =K

Ky = Coeficiente de extincién a longitud de onda A nm
A, = Absorbancia

V = Volumen, en mililitros, del matraz usado

P = Peso, en miligramos, de la muestra de aceite

4.2.4. Humedad y materias voldtiles

Se basa en someter a las muestras a una temperatura de 1052C que evaporen
todo el agua y las materias volatiles que pueda contener el aceite.

O Materiales

- Balanza analitica 0,001 g de precision.

- Estufa de desecacién de aire forzado.

- Desecador con agente desecante gel de silice con indicador de humedad.

- Cdapsulas de acero inoxidable para contener a la muestra.

0 Meétodo

1. Homogeneizar la muestra.

Echar unos 15 — 20 g de aceite en la cdpsula previamente desecada anotando el
peso exacto.

3. Meter en estufa 5-6 horas.

Sacar de la estufa, dejar enfriar y pesar.

5. Introducir otra vez a la estufa y repetir las dos operaciones anteriores hasta que
la pesada sea constante (hasta que la diferencia entre dos pesadas no sea
mayor de 0,05 %).

6. Realizar tres réplicas de cada una de las seis muestras de aceite.

7. Pararealizar los calculos:

P,-P;

Humedad (%) = 5 x 100

2° M




Materiales y métodos

P, = Peso, en gramos, de la capsula metalica
P, = Peso, en gramos, de la cadpsula metdlica con la muestra hiumeda
Ps = Peso, en gramos, de la capsula metdlica con la muestra seca

4.2.5. Impurezas insolubles en éter de petrdleo

Este método indica la posible presencia de tierra, sustancias minerales, resinas,

acidos grasos oxidados, jabones alcalinos de los acidos palmitico y estedrico, materias

nitrog

10.

enadas, etc.

O Materiales

Balanza analitica 0,001 g de precision.
Estufa de desecacidn de aire forzado.
Desecador.

Matraces.

Embudos.

Soportes para embudos.

Papel de filtro plegado.

Eter de petréleo 40-602C.

0 Meétodo

Colocar el papel de filtro plegado en la estufa a 105 2C durante 30 minutos.
Sacar el papel y dejar enfriar en desecador.

Pesar unos 20 g de aceite homogeneizado en un matraz y anotar el peso
exacto.

Pesar el papel de filtro desecado y colocarlo en embudo de vidrio encima de un
matraz.

Filtrar cada muestra de aceite en un filtro identificado y lavar el matraz que
contenia la muestra con éter de petréleo para que no quede nada en el
recipiente y pase todo a través del filtro.

Pasar pequefias porciones de éter de petréleo varias veces por el filtro para
arrastrar por completo el aceite del filtro y que caiga todo al matraz para que
solo queden las impurezas insolubles en éter de petrdleo.

Colocar el filtro exento de materia grasa en la estufa a 1052C durante al menos
2 horas. Podemos comprobar la ausencia de grasa poniendo el filtro al trasluz.
Dejar enfriar en el desecador y pesar.

Introducir en la estufa 2 horas mas hasta que la pesada sea constante.

La cantidad de impurezas insolubles en éter de petréleo se mide en porcentaje:

iPs

Impurezas (%) = x 100
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P; = Peso, en gramos, del filtro desecado con impurezas
P = Peso, en gramos, del filtro seco
P = Peso, en gramos de la muestra

4.2.6. Contenido en ceras mediante cromatografia de gases

En este método se describe un procedimiento para la determinacién de las ceras
totales del aceite mediante la cromatografia de gases con columna capilar.

La materia grasa, a la que se le aflade un patrén interno adecuado, se fracciona
mediante cromatografia en columna de gel de silice hidratado; se recupera la fraccién
eluida en primer lugar y, después, se analiza directamente mediante cromatografia de
gases en columna capilar e inyeccién en columna fria. Al final, a partir del
cromatograma y del informe, se obtiene un nimero con la suma total de ceras.

O Materiales
- Matraz Erlenmeyer de 25 ml.
- Columna de vidrio para cromatografia, de 15 mm de didmetro interior, 30 cm
de longitud y provista de una llave.
- Cromatégrafo de gases HP 6890 (Figura 29) con las siguientes caracteristicas:
O Recinto termostatico para la columna, provisto de programador de
temperatura.
Inyector “on column” para introduccion directa en columna.
Detector de ionizacion de llama (FID).
Registro de datos digitales.

O O O O

Columna capilar de silice fundida, de 15 m de longitud y de 0,32 mm de
didmetro interior, recubierta interiormente de la fase estacionaria
semipolar SE-54, con un espesor uniforme de 0,25 pum.
0 Inyector automatico de liquidos Agilent 7683 ALS, para inyeccion directa
en columna con jeringa de 10 pl para 1 pl de muestra.
- Vibrador eléctrico.
- Rotavapor.
- Horno de mufla.
- Balanza analitica 0,001 g de precision.
- Material de vidrio de laboratorio.
- Gel de silice de granulometria 60 um
0 Este debe mantenerse a temperaturas de 500 2C en el horno durante
unas 4 horas. Tras su enfriamiento, afiadir un 2% de agua respecto a la
cantidad de gel de silice tomada. Se agita bien para homogeneizar la
masa y se mantiene al abrigo de la luz durante al menos 12 horas antes
de su uso.
- n-hexano.
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- Eteretilico.

- n-heptano.

- Solucién patrén de araquidato de laurilo al 0,2% (m/v) en hexano (patron
interno para ceras).

- Hidrégeno puro como gas portador.

- Hidrégeno puro como gas auxiliar.

- Aire puro (gas comprimido a alta presién) como gas auxiliar.

Figura 29. Cromatdgrafo de gases HP 6890 con el que se realizan los andlisis de las ceras y del
monopalmitato de 2-glicerilo. Lleva acoplado el sistema de inyeccidon de muestra automatico

0 Meétodo
1. Para preparar la columna cromatografica y separar las ceras:

e Suspender 15 g de gel de silice en n-hexano e introducirlo en la
columna.

e Completar la sedimentacidon con ayuda de un vibrador eléctrico para
obtener una capa cromatografica mds homogénea.

e Hacer pasar 30 ml de n-hexano para eliminar las posibles impurezas.

e Pesar exactamente 500 mg de la muestra en un Erlenmeyer de 25 mly
afadir 0,2 mg de araquidato de laurilo.

e Transferir la muestra preparada a la columna cromatografica, con ayuda
de dos porciones de 2 ml cada una de n-hexano.

e Dejar fluir el disolvente hasta que se sitie a 1 mm por encima del nivel
superior del absorbente y a continuacidn hacer pasar 70 ml mas de n-
hexano para eliminar los n-alcanos presentes de forma natural.

up!
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e Comenzar la elucién cromatografica recogiendo 180 ml de la mezcla de
n-hexano/éter etilico 99:1 (preparada en el dia) a un flujo de 15 gotas
cada 10 segundos (esta fraccidn contiene las ceras).

e Secar la fraccién resultante, la que contiene las ceras, en el rotavapor
hasta que se haya eliminado todo el disolvente.

e Eliminar los dos ultimos ml del disolvente con ayuda de una débil
corriente de nitrégeno y afiadir después de 2 a 4 ml de n-heptano.

2. Insertar la columna en el cromatégrafo de gases conectando la entrada al
sistema en columna y el terminal de salida al detector FID y controlar el
correcto funcionamiento.

3. Condiciones de trabajo para la cromatografia de gases:

e Temperatura de la columna (horno del cromatdgrafo):

Tabla 13. Temperaturas de trabajo del horno cromatografico en el analisis de ceras

30eC/ 62C/
minuto minuto
al inicio o o
e | > | MOC| 5| 30
(30”)

e Temperatura del detector: 3702C.

e Cantidad inyectada: 1 pl de la solucién (2-4 ml) de n-heptano.

e Gas portador: Hidrégeno (H;) a un flujo de 8,8 ml/min.

e Lasensibilidad debe ser aquella que permita separar todas las ceras con
una resolucion satisfactoria de los picos. El trazado de la linea base
debera ser lineal, sin picos y sin derivas.

4. Cargar los viales de muestra en la bandeja del ALS anotando la posicidn de cada
muestra.

5. Fijar en el inyector automatico de liquidos el tamafio de la jeringa y el tamafio
de muestra que debe analizar (1 pl) y comenzar el andlisis de las muestras (las
seis variedades de aceite).

6. Llevar a cabo el registro con el programa informdatico ChemStation de Agilent
Technologies, Inc.

7. Hemos obtenido un cromatograma y un informe del programa informatico y
éste nos saca la suma de las ceras totales directamente.

4.2.7. Determinacion de estigmastadienos

Andlisis realizado a todos los aceites para comprobar su pureza como virgenes y
corroborar la ausencia de otros aceites refinados.
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El analisis consiste en la separacion de la fraccién de hidrocarburos esteroideos
mediante cromatografia en columna de gel de silice y analisis mediante cromatografia
de gases en columna capilar.

O Materiales

- Matraces de 250 ml aptos para colocarles un refrigerante de reflujo.

- Embudos de decantacion de capacidad para 500 ml.

- Matraces de 100 ml.

- Vibrador eléctrico.

- Rotavapor.

- Calentador.

- Columna de vidrio para cromatografia de 1,5 cm de didmetro interno y 50 cm
de longitud provista de una llave de teflén. En su parte inferior se coloca un
tapon de lana de vidrio.

- Cromatdgrafo de gases Agilent 6890N (Figura 30) con las siguientes
caracteristicas:

O Recinto termostatico para la columna, provisto de programador de
temperatura con precision de + 19C.

Inyector del gas portador para introduccién directa en columna.

Detector de ionizacion de llama (FID).

Registro de datos digitales.

O O O ©

Columna capilar de silice fundida, de 30 m de longitud y de 0,25 mm de
diametro interior, recubierta interiormente de 0,25 um de espesor de
5%-fenimetilsilicona, la fase estacionaria.

0 Inyector automatico de liquidos Agilent 7683 ALS, con jeringa de 10 pl
para 1 pl de muestra.

- n-hexano sin impurezas.

- Etanol 96 v/v.

- Sulfato sédico anhidro.

- Solucién alcohdlica de KOH al 10%. Anadir 10 ml de agua destilada a 50 g de
KOH, agitar y diluir seguidamente la mezcla en etanol hasta un volumen de 500
ml. Preparar a diario y tapada.

- Gel de silice 60 um de granulometria.

0 Este debe mantenerse a temperaturas de 500 2C en el horno durante
unas 4 horas. Tras su enfriamiento, afiadir un 2% de agua respecto a la
cantidad de gel de silice tomada. Se agita bien para homogeneizar la
masa y se mantiene al abrigo de la luz durante al menos 12 horas antes
de su uso.

- Solucidn patrén de colesta-3,5-dieno en hexano con una concentracién de 20
ppm, que se obtiene diluyendo la solucidon de colesta-3,5-dieno 200 ppm en
hexano (99% pureza).
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- Hidrégeno puro como gas portador.
- Hidrégeno puro como gas auxiliar.
- Aire puro (gas comprimido a alta presién) como gas auxiliar.

Figura 30. Cromatégrafo de gases Agilent 6890N para la determinacion de los
estigmastadienos y los esteroles con sistema de inyeccion automatica de muestras
Agilent 7683 ALS
0 Meétodo
1. Preparacién de la columna sobre silica gel:

e Echar hexano en la columna para cromatografia hasta una altura
aproximada de 5 cm, rellenar con papilla de silica gel en el hexano (15 g
en 40 ml) con la ayuda de pequefias porciones de hexano.

e Dejar sedimentar y completar la sedimentacién aplicando una ligera
vibracién.

e Afadir sulfato sddico anhidro hasta un altura de 0,5 cm y finalmente,
eluir el exceso de hexano

2. Preparacién de la materia insaponificable:

e Pesar 20 + 0,1 g de aceite en un matraz de 250 ml anadir 1 ml de la
disolucién patrén de colesta-3,5-dieno (20 pg) y 75 ml de potasa
alcohdlica al 10%, colocar el refrigerante de reflujo y calentar hasta
ligera ebullicion durante 30 minutos.

e Retirar de la fuente de calor y dejar enfriar sin que solidifique.

e Afadir 100 ml de agua y pasar a un embudo de decantacién con la
ayuda de 100 ml de hexano. Agitar vigorosamente 30 segundos y dejar
decantar. En caso de persistencia de emulsiones, afiadir pequeiias
cantidades de etanol.

up!
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Transferir la fase acuosa inferior a un segundo embudo de decantacién
y extraer de nuevo con ayuda de 100 ml de hexano. Repetir la
extraccién y lavar los extractos de hexano tres veces cada vez con una
mezcla de 100 ml de etanol-agua (1:1) hasta neutralidad del pH.

Pasar la solucién de hexano a través de sulfato sédico anhidro (50 g),
lavar con 20 ml de hexano y evaporar en un rotavapor a 302C a baja

presion.

3. Separacion de la fraccién de hidrocarburos esteroideos:

Introducir el residuo a la columna de fraccionamiento con ayuda de dos
porciones de 1 ml de hexano y distribuir la muestra en la columna
teniendo cuidado de que el nivel de la solucidn cubra el sulfato sédico.
Iniciar la elucién cromatografica con hexano a un flujo de 1 ml/minuto
Eliminar la primera elucion de 25-30 ml y entonces recoger la fracciéon
siguiente de 40 ml.

Evaporar la segunda fraccién en el rotavapor a 302C y a presion
reducida hasta sequedad.

Disolver inmediatamente el residuo en 0,2 ml de hexano.

Guardar la solucién en el refrigerador hasta el momento del analisis.

4. Cromatografia de gases en columna capilar. Condiciones de trabajo:

Temperatura del inyector: 3002C.

Temperatura de la columna (Tabla 14)

Temperatura del detector: 3202C.

Inyeccidn con una divisidon de flujo (split-splitless) de 1:15.
Gas portador: Hidrégeno a 6 ml/min.
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Tabla 14. Temperaturas de trabajo del horno cromatografico en el andlisis del estigmastadieno

2°C/
minuto
al inicio 2809C
230°C -> hasta el
(6") final

5. Cargamos la fraccion eluida anterior, en la bandeja del ALS (inyector
automatico de liquidos) anotando el vial de cada muestra (se realizan las 6
variedades simultdneamente).

6. Fijar en el ALS, el tamafio de la jeringa y la cantidad de solucion inyectada (2 ul).

7. Comenzar la cromatografia y registrar los datos de manera digital a través del
programa informatico ChemStation de Agilent Technologies, Inc.

8. Se obtiene un informe escrito con la cromatografia y los resultados de
concentraciones.

4.2.8. Monopalmitato de 2-glicerilo

Se pretende determinar el porcentaje de acido palmitico en posicion 2 de los
triglicéridos mediante la evaluacién del monopalmitato de 2-glicerilo a partir del
procedimiento que se describe.

Consiste en someter a la muestra de aceite a la accién de a lipasa pancreatica, asi
la hidrélisis parcial y especifica en las posiciones 1 y 3 de las moléculas de los
triglicéridos implica la aparicion de monoglicéridos en posicién 2. Se determina el
porcentaje de monopalmitato de 2-glicerilo mediante cromatografia de gases en
columna capilar.

O Materiales

- Matraz Erlenmeyer de 25 ml.

- Vaso de precipitados de 100, 250 y 300 ml.

- Columna de vidrio para cromatografia, con un didmetro interior de 21 mm, una
longitud de 40 cm, una placa de vidrio fritado y una llave.

- Probetas graduadas de 10, 50, 100 y 200 ml.

- Matraces redondos de 100 y 250 ml.

- Rotavapor.

- Tubos de centrifuga de fondo cénico de 10 ml, con tapdén esmerilado.

- Centrifuga para tubos de 10 y 100 ml.

- Termostato capaz de mantener la temperatura a 402C + 0,59C.

- Pipetas graduadasde 1y 2 ml.

- Jeringa hipodérmica de 1 ml.
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- Microjeringa de 100 pl.
- Embudo de 1000 ml.
- Cromatdgrafo de gases HP 6890 (Figura 29) con las siguientes caracteristicas:

0]

O O O ©O

Recinto termostatico para la columna, provisto de programador de
temperatura.

Inyector “on column” para introduccién directa en columna.

Detector de ionizacion de llama (FID).

Registro de datos digitales.

Columna capilar de silice fundida, de 15 m de longitud y de 0,32 mm de
didmetro interior, recubierta interiormente de la fase estacionaria
metilpolisiloxano al 5%, con un espesor uniforme de 0,25 pum.

Inyector en columna en frio automatico de liquidos Agilent 7683 ALS
para inyeccidon directa en columna con microjeringa de 10 pl de una
aguja cementada, de 7,5 cm de longitud.

- Gel de silice de granulometria 60 um

0]

Preparado de la siguiente manera: Poner el gel en una cdpsula de
porcelana. Se seca en estufa a 1602C durante 4 horas y se deja enfriar a
temperatura ambiente en desecador. Se afiade un volumen de agua
equivalente al 5% del peso del gel de silice, se tapa y se agita. Se deja
reposar durante 12 h antes del empleo.

- n-hexano

- Isopropanol, solucién acuosa 1/1 (V/V)

- Lipasa pancreatica (actividad entre 2,0 y 10 uds. de lipasa por mg).

- Solucidon amortiguadora de tris-hidroxi-metilaminometano: solucién acuosa 1M

llevada a pH 8 con HCl concentrado.

- Colato de sodio, solucion acuosa al 0,1%, preparada max. 15 dias antes.

- Cloruro de calcio, solucion acuosa al 22%.

- Eter dietilico para cromatografia.

- Disolvente de desarrollo: mezcla n-hexano/éter dietilico (87:13).

- Hidréxido de sodio al 12% en peso.

- Solucidon etandlica de fenlftaleina al 1%.

- Hidrégeno como gas portador.

- Hidrégeno puro como gas auxiliar.

- Aire puro (gas comprimido a alta presién) como gas auxiliar.

- Reactivo de sililacién: mezcla piridina/hexametildisilazano, trimetilclorosilano

9/3/1.

- Muestras de referencia: monoglicéridos puros o mezclas de monoglicéridos

cuya composicién porcentual se conoce y es similar a la de la muestra.
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O Meétodo
1. Preparacion de la muestra:

a.
b.

- o o o

j-

En el embudo de 1 000 ml, poner 50 g de aceite y 200 ml de n-hexano.
Afadir 100 ml de isopropanol y una cantidad de la solucién de hidréxido de
sodio al 12 % correspondiente a la acidez libre del aceite mas el 5 %.

Agitar enérgicamente durante un minuto.

Afadir 100 ml de agua destilada, agitar de nuevo y dejar en reposo.

Decantar y después eliminar la capa inferior que contiene los jabones.

Eliminar las eventuales capas intermedias y lavar la solucion hexanica de

aceite neutralizado con porciones sucesivas de 50 o 60 ml de la solucién de

isopropanol/agua 1/1 (V/V) hasta que desparezca el color rosado de la
fenolftaleina.

Eliminar la mayor parte del hexano por destilacion en vacio con rotavapor y

pasar el aceite a un matraz redondo de 100 ml. Secar el aceite en vacio hasta

la eliminacion total del disolvente. Al final de esta operacién, la acidez del
aceite debe ser inferior al 0,5 %.

Introducir 1,0 g de aceite preparado como se indica mds arriba en un

Erlenmeyer de 25 ml y disolver en 10 ml de mezcla de desarrollo. Dejar

reposar la solucién durante al menos 15 minutos antes de efectuar la

cromatografia en columna de gel de silice. Si la solucion estd turbia,
centrifugarla a fin de garantizar condiciones éptimas de cromatografia.

Preparacion de la columna cromatogréfica

e Poner en la columna unos 30 ml de disolvente de desarrollo e introducir
un trozo de algoddn en la parte inferior de la columna con ayuda de una
varilla de vidrio, después, apretar para eliminar el aire.

e En un vaso de precipitados, preparar una suspensién de 25 g de gel de
silice en unos 80 ml de disolvente de desarrollo y pasarla a la columna
con ayuda de un embudo. Verificar que todo el gel de silice se ha
introducido en la columna; lavar con el disolvente de desarrollo, abrir la
llave y dejar que el nivel del liquido llegue a unos 2 mm por encima del
nivel superior del gel de silice.

Cromatografia en columna

e En un Erlenmeyer de 25 ml, pesar exactamente 1,0 g de muestra
preparada.

e Disolver la muestra en 10 ml de disolvente de desarrollo y poner la
solucion en la columna cromatografica evitando remover la superficie
de la columna.

e Abrir la llave y dejar que salga la solucion de la muestra hasta que llegue
al nivel del gel de silice.

76



Materiales y métodos

e Desarrollar con 150 ml de disolvente de desarrollo con flujo a 2 ml/min.

e Recuperar el eluido en un matraz redondo de 250 ml, tarado
previamente.

e Evaporar el disolvente en vacio y retirar las ultimas trazas de este en
corriente de nitrégeno.

e Pesar el matraz y calcular el extracto recuperado.

2. Hidrdlisis con lipasa pancreatica

a.

En el tubo de la centrifuga, pesar 0,1 g de la muestra preparada antes.
Afadir 2 ml de solucién amortiguadora, 0,5 ml de la solucién de colato de
sodio y 0,2 ml de la solucién de cloruro de calcio, agitando bien tras cada
adicién. Cerrar el tubo con el tapdn esmerilado y colocarlo en el termostato
a40°C+0,5°C.

Anadir 20 mg de lipasa, agitar cuidadosamente (evitando mojar el tapon) y
poner el tubo en el termostato durante 2 minutos exactos; retirarlo después,
agitarlo enérgicamente durante un 1 minuto exacto y dejar enfriar.

Afadir 1 ml de éter dietilico, taponar y agitar enérgicamente, después
centrifugar y pasar la solucién de éter a un tubo limpio y seco, con ayuda de
una microjeringa.

3. Preparacidn de los derivados sililados y de la cromatografia de gases

a.

Mediante una microjeringa, introducir 100 ul de la solucién anterior en un
tubo de fondo cénico de 10 ml.

Eliminar el disolvente en corriente ligera de nitrégeno, anadir 200 pl de
reactivo de sililacion, taponar el tubo y dejar reposar durante 20 minutos.
Tras 20 minutos, afiadir entre 1 y 5 ml de n-hexano (en funcién de las
condiciones cromatograficas): la solucién resultante estd lista para la
cromatografia de gases.

4. Cromatografia de gases

a.

Las condiciones de trabajo son las siguientes:

e Temperatura del inyector: inferior a la temperatura de ebullicién del
disolvente (68 C).

e Temperatura de la columna (horno del cromatdgrafo):

Tabla 15. Temperaturas de trabajo del horno cromatografico en
el analisis del monopalmitato de 2-glicerilo

15eC/ 5eC/
minuto minuto
al inicio o o
602C S5 180,-C S5 340:C
) (1) (13)
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e Temperatura del detector: 3502C.
e Inyeccidn directa en columna (t2 del inyector = t2 del horno).
e Gas portador: Hidrégeno regulado a la velocidad lineal de 9,7 ml/min.
e Cantidad de sustancia inyectada: 1 pl de la solucién (5 ml) de n-hexano.
b. Cargamos la solucién preparada para cromatografia de gases, en la bandeja
del ALS (inyector automatico de liquidos) anotando el vial de cada muestra
(se realizan las 6 variedades simultaneamente).
c. Fijar en el ALS, el tamaiio de la jeringa y la cantidad de solucién inyectada (1
ul).
d. Comenzar la cromatografia y registrar los datos de manera digital a través
del programa informatico ChemStation de Agilent Technologies, Inc.
e. Se obtiene un informe escrito con la cromatografia y los resultados de
concentraciones

4.2.9. Composicion en dcidos grasos

Mediante el siguiente método se determina la composicién cualitativa y
cuantitativa de la mezcla de ésteres metilicos de los acidos grasos de los aceites de
oliva que se analizan.

Los ésteres metilicos de los acidos grasos que obtendremos en el analisis final
con la concentracion de cada uno serdn los siguientes:

Acido miristico (C14:0)
Acido palmitico (C16:0)
Acido palmitoleico (C16:1)
Acido margarico (C17:0)
Acido margaroleico (C17:1)
Acido estearico (C18:0)
Acido oleico (€C18:1)

Acido linoleico (€C18:2)
Acido linolénico (C18:3)
Acido araquidico (C20:0)
Acido gadoleico (C20:1)
Acido behénico (C22:0)
Acido lignocérico (C24:0)

O O OO OO0 OO0 0O o o o o

Es necesario extraerlos primero y prepararlos con transesterificacién en frio con
una solucién metandlica de hidréxido potdsico. Es un procedimiento rapido y muy
utilizado para la derivatizacién de los acidos grasos formando ésteres metilicos, que
son mas faciles de eluir en las columnas cromatograficas. Después de esta preparacion
estaran listos para inyectarse en el cromatégrafo de gases.
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O Materiales

Para la transesterificacion en frio con solucion metandlica de hidroxido potasico:

Tubos de rosca (5 ml de volumen) con tapén con junta de teflon.
Pipetas de 2y 0,2 ml.

Metanol con un contenido en agua igual o inferior al 0,5% (m/m).
Heptano.

Hidréxido potdsico, solucion metandlica 2 N: disolver 11,2 g de hidréxido
potasico en 100 ml de metanol.

Para la cromatografia:

- Cromatégrafo de gases HP 5890 (Figura 31) con las siguientes caracteristicas:
0 Recinto termostatico para la columna u horno, provisto de programador
de temperatura con precision de + 1°C.
Inyector del gas portador division de flujo split-splitless.
Detector de ionizacion de llama (FID).
Registro de datos digitales.
Columna capilar de silice fundida, de 60 m de longitud y de 0,25 mm de
didmetro interior, recubierta interiormente de 0,20 um de espesor de

O O O O

una fase estacionaria de tipo poliglicol.
Jeringa para inyeccidon manual con capacidad de 10 pl.
Hidréogeno como gas portador perfectamente desecado y con menos de 10
mg/kg de oxigeno.

Hidrégeno puro como gas auxiliar.

Aire (gas comprimido a alta presién) como gas auxiliar.

Figura 31. Cromatdgrafo de gases HP 5890 para la determinacién de la composicion de acidos grasos
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0 Método
1. Para la transesterificacion en frio con solucién metandlica de hidroxido

potasico: En un tubo de rosca de 5 ml se pesan aproximadamente 0,1 g de la
muestra de aceite. Después se le afiade 2 ml de heptano y se agita. Ahadir 0,2
ml de la solucion metandlica 2 N de hidroxido potdsico, poner el tapdn provisto
de junta de teflon, cerrar bien y agitar enérgicamente durante 30 segundos. A
continuacioén, se deja reposar hasta que la parte superior de la solucién quede
clara. Decantar la capa superior dénde estan los ésteres metilicos y entonces la
solucién de heptano ya esta lista para inyectarse en el cromatdgrafo.
2. Condiciones operativas éptimas para la cromatografia:

e Temperatura del inyector: 2502C aproximadamente.
e Temperatura del detector: 3302C.
e Temperatura de la columna: 1872C.
e Gas portador: Hidrégeno regulado a velocidad lineal de 1,2 ml/min.
e Cantidad de solucién inyectada: 1 pl.
3. Se toma con la jeringa 1 ul de la solucidn de ésteres metilicos preparada en el
punto 1y se inyectan manualmente en la columna.
4. Proceder con el analisis, a temperatura de columna constante, registrando los
datos con el programa informatico Chemstation de Agilent.
5. Se obtendrd un informe con el cromatograma y la concentracion de cada éster
metilico de los acidos grasos en formato digital.

4.2.10. Contenido de triglicéridos con ECN 42 (Diferencia entre el
contenido tedrico y los datos obtenidos por HPLC)

Con este método se determina la composicién de triglicéridos de los aceites de
oliva, expresados en su numero equivalente de carbonos (ECN) en funcion de las
diferencias existentes entre el contenido tedrico, calculado a partir de la composicidon
de acidos grasos calculada en el método anterior, y los resultados analiticos obtenidos
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucidn.

Para el andlisis en HPLC de la muestra son necesarias una purificacion de la
misma pasandolo a través de una columna de gel de silice y una transesterificacién en
frio con solucidn metandlica de hidréxido potasico.

O Materiales

- Matraces redondos de 250 y 500 ml.

- Vasos de precipitados de 100 ml.

- Columna de gel de silice para la purificacién de la muestra.

- Columna cromatografica de vidrio, de 21 mm de didametro interior y 450 mm de
longitud, con grifo y cono (hembra) normalizado en el extremo superior.

80



Materiales y métodos

Embudos de decantacion de 250 ml con cono (macho) normalizado en el

extremo inferior, para conexién con la columna.
Varilla de vidrio de 600 mm.
Embudo de vidrio.

Matraces aforados de 20y 50 ml.

Evaporador de rotacion.

Cromatografo de liquidos Waters Alliance HPLC (Figura 32) con las siguientes

caracteristicas:

0]
0]

0]

Control termostatico de la temperatura de la columna.

Integracién completa con Empower Software, de Waters Cromatografia
S.A.

Administracién automatica de muestras con inyeccién de 20 pl y ciclo
de lavado de agujas.

Gestidn de eluyentes con suministro constante.

Columna analitica SunFire Prep Silica Column, 5 um de diametro de
particula de silice, 4,6 mm de diametro interior y 250 mm de longitud.
Detector de indice de refraccion (RI) 2414, de Waters.

Disolvente de elucién para la purificacion del aceite por cromatografia en

columna: mezcla de éter de petréleo/éter etilico 87:13 (v/v).

Gel de silice Merck 7734, con contenido de agua normalizado al 5% (p/p).

Lana de vidrio.

Disolvente de elucidn para HPLC: acetonitrilo + acetona (50:50).

Disolvente de solubilizacion: acetona.
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ak erresalbatu dira

Figura 32. Cromatodgrafo de liquidos Waters Alliance HPLC con detector de indice de refraccion (RI) 2414, de
Waters, con el que se realiza la cromatografia liquida de alta resolucion para la determinacion del ECN42 real.

0 Meétodo
1. Preparacion de la muestra

a.

La muestra debe ser purificada haciéndola pasar por columna de gel de
silice, utilizando como disolvente de elucién hexano/éter etilico (87:13).
Para la preparacién de la columna cromatografica: Llenar la columna de 21

mm de didmetro interior y 450 mm de longitud con 30 ml de disolvente de
elucién (éter de petrdleo/éter etilico 87:13), introducir un poco la lana de
vidrio, empujandola hasta el fondo con la varilla de vidrio. Preparar una
suspension en vaso de precipitados de 25 g de gel de silice en 80 ml de la
mezcla de elucion y transferir a la columna con un embudo. Lavar el vaso
con la mezcla de elucion y pasarlo todo a la columna. Abrir el grifo de la
columna y dejar que salga disolvente hasta que el nivel se sitie 1 cm por
encima del gel de silice.

Para la cromatografia en columna: Pesar 2,5 g £ 0,1 g con precision de 0,001
g de aceite previamente filtrado y homogeneizado en matraz aforado de 50
ml, disolver en 20 ml de disolvente de elucién y enrasar con éste. Introducir

20 ml de la solucién en la columna preparada en el punto anterior, abrir el
grifo y hacer eluir el disolvente hasta el gel de silice. Eluir con 150 ml de
disolvente de elucidon, regulando el flujo de disolvente a 2 ml/minuto.
Recoger el eluido en matraz de 250 ml tarado y eliminar el solvente en el
rotavapor. Pesar el residuo que se utilizard para el analisis por HPLC. Debe
recuperarse un 90% de la muestra.

2. Analisis por HPLC
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Pesar 0,5 £ 0,001 g de la muestra en matraz aforado de 10 ml y enrasar con
disolvente de solubilizacién (acetona).

Instalar el sistema cromatografico, cargar las soluciones a analizar en viales
identificados des inyector automatico de muestras y bombear el disolvente
de elucién a 1,5 ml/minuto para purgar todo el sistema.

Esperar a que se obtenga una linea de base estable.

Inyectar 20 pl de la muestra preparada anteriormente.

El software Empower nos da un informe con el cromatograma y el
porcentaje del drea de cada triglicérido.

3. Calculo de la composicion de triglicéridos (% moles) a partir de los datos de

GLC de acidos grasos (% superficie)

a.

Determinacion de la composicidn de los acidos grasos: Es el analisis realizado
en el punto anterior (4.2.10.) mediante cromatografia de gases.

Acidos grasos considerados para el célculo: Los glicéridos se agrupan en
funcidon de su numero equivalente de carbonos (ECN), teniendo en cuenta
las equivalencias siguientes entre ECN y dcidos grasos (Tabla 16). Sdélo se
consideran los acidos grasos de 16 y 18 atomos de carbono porque son los
importantes en el aceite de oliva:

Tabla 16. Equivalencias entre ECN y acidos grasos considerados para el calculo

Acido graso Abreviatura Peso molecular (PM) ECN |

Acido palmitico P 256,4 16
Acido palmitoleico Po 254,4 14
Acido estedrico S 284,5 18
Acido oleico 0 282,5 16
Acido linoleico L 280,4 14
Acido linolénico Ln 278,4 12

Transformacion del % de superficie en moles para todos los acidos grasos

% sup. P % sup. O
e moles P= 2" e moles 0 = =2
PM (P) PM (0)
% sup. S % sup. L
e moles § = 2P e moles L= =2
PM (S) PM (L)
% sup. Po % sup. Ln
e moles Po= 2—— e moles Lh = ==X
PM (Po) PM (Ln)

Normalizacion al 100 % de los acidos grasos:

moles P x 100
® Y =
A) m0|es P (11213) moles (P+S+Po+0+L+Ln)

moles P x 100

moles (P+S+Po+0+L+Ln)
moles P x 100

moles (P+S+Po+0O+L+Ln)

e % moles S (1,2,3) =

e % moles Po (1,2,3) =
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moles P x 100
e 9 =
% moles O (1,2,3) moles (P+S+Po+O+L+Ln)
moles P x 100
® Y =
% moles L (1,2,3) moles (P+S+Po+O+L+Ln)
moles P x 100

e % moles Ln (1,2,3) =

moles (P+S+Po+0+L+Ln)

El resultado proporciona el porcentaje de cada acido graso en % de moles en
todas las posiciones (1, 2 y 3) de los triglicéridos. Las sumas de porcentaje de
saturados (palmitico y estedrico), % AGS, y de insaturados (palmitoleico,
oleico, linoleico y linolénico), % AGI se calcula sumando el porcentaje de los
moles de los acidos grasos que componen el grupo.

Calculo de la composicion de los acidos grasos en las posiciones 2 y 1-3 de
los TG:

En primer lugar los acidos grasos saturados en posicion 2:

e % moles P (2) =% moles P (1,2,3) x 0,06
e % moles S (2) =% moles S (1,2,3) x 0,06

Acidos grasos insaturados en la posicién 2:

% moles Po (1,2,3)

% moles AGI
% moles O (1,2,3)

% moles AGI

molest (1.23) [100 - % moles P(2) - % moles S(Z)]
% moles AGI

% moles Ln (1,2,3)
% moles AGI

e % moles Po (2) = X [100 - % moles P(2) - % moles S(Z)]

e % moles O (2) = X [100 - % moles P(2) - % moles S(2)]
e % molesL (2) =

e % molesLn (2) = X [100 - % moles P(2) - % moles S(Z)]

Acidos grasos en las posiciones 1y 3 de los triglicéridos:

% moles P (1,2,3) - % moles P(2)
2

% moles S (1,2,3) - % moles S (2)
2 +% moles S (1,2,3)

% moles Po (1,2,3) - % moles Po (2)

e % molesP (1,3) = + % moles P (1,2,3)

e % moles S (1,3) =

e % moles Po (1,3) = + % moles Po (1,2,3)

2
e % moles O (1,3) = % moles O (1’2’32) % molesO @) | or moles O (1,2,3)
e % molesL (1,3) = % moles L(1,2,32) hmolesl @) o moles L (1,2,3)

% moles Ln (1,2,3) - % moles Ln (2)
2

e % moles Ln (1,3) = + % moles Ln (1,2,3)

Calculos de los triglicéridos:

Triglicérido con un acido graso, por ejemplo LLL (Trilinoleina):
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% moles A (1,3) x % moles A (2) x % moles A (1,3)
10000

e % moles AAA =

Triglicéridos con dos acidos grasos, AAB, como PoPolL y PolLL:

% moles A (1,3) x % moles A (2) x % moles B (1,3) x 2

10000
% moles A (1,3) x % moles B (2) x % moles A (1,3)

10000

® % moles AAB =

® % moles ABA =

Triglicérido con tres acidos grasos diferentes, ABC:

% moles A (1,3) x % moles B (2) x % moles C (1,3) x 2
10000

e % moles ABC =

Triglicéridos con ECN42: Los triglicéridos, por orden previsto de elucién de
HPLC son los siguientes:

OLLL

O PolLL e isémero de posicion LPolL

O OLLn e isémeros de posicién OLnL y LnOL

0 PoPol e isdmero de posicién PolLPo

0 PoOLn e isémeros de posicion OPoLn y OLnPo

OPLLn e isémeros de posicion LLnP y LnPL

0 PoPoPo

0 SLnLn e isdGmero de posicién LnSLn

O PPolLn e isdmeros de posicion PLnPo y PoPLn

Los triglicéridos con ECN42 se obtienen mediante la suma de los nueve
triglicéridos, incluidos los isomeros de posicion.

Para evitar todos los célculos en cada uno de los aceites, el Consejo Oleicola
internacional facilita una hoja de calculo para introducir los acidos grasos
que se consideran y obtener el dato tedrico de la ECN42 directamente
(Figura 33).
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Calculation of theoretical triglyceride composition (1,3-R-2-R) V3
Fill in the yellow fields!

MW 256.4 284.5 254.4 282.5 2804 278.4 MW
Area % (GLC) P S Po o) L Ln Sum
Input F A-Composition 14,7 2.1 1.4 70,2 9.8 0,5 98,8
Corr. FA-Composition 16,2 2.1 1.5 69,9 9.8 0.5 100,0

Theoretical Composisiton of Triglycerides with ECN42:| LLL | 0,09222
PoLL | 0,04284

Legend: PoPolL | 0,00663
Palmitic acid P PoPoPo | 0,00034
Stearic acid S OLnL | 0,21551
Palmitolcic acid Po PoOLn | 0,03337
Oleic acid (0] PLnL | 0,05543
Linoleic acid L PPoLn | 0,00858
Linolenic acid L.n SLnl.n | 0,00020

Theoretical value ECN42:| 0,4551
ITPLC value ECN42:[ 03100

Difference ECN42:[ 0,1451

Figura 33. Tabla de calculo del ECN42 tedrico y de la diferencia de éste con el real. Fuente: Consejo oleicola
internacional

4.2.11. Composicion y contenido en esteroles y eritrodiol+uvaol

En el método se describe cdmo se han analizado las muestras para la obtencion
del contenido de esteroles en las materias grasas, expresado como contenido de cada
uno de los esteroles analizados y como contenido total de esteroles. También
obtendremos datos sobre el eritrodiol, que es el conjunto de los dioles eritrodiol y
uvaol.

Los analisis se llevan a cabo, primero en cromatografia de capa fina y después en
cromatografia de gases en columna capilar.

O Materiales

- Matraz de 250 ml, provisto de refrigerante de reflujo con juntas esmeriladas.

- Embudos de separacion de 500 ml.

- Matraces de 250 ml.

- Equipo completo de cromatografia en capa fina, utilizando placas de vidrio de
20 x 20 cm.

- Ladmpara ultravioleta de una longitud de onda de 254 nm.

- Microjeringa de 100 pl.

- Embudo cilindrico filtrante con filtro poroso de 2 cm de didmetro y 5 cm de
altura con un dispositivo adecuado para la filtracién en vacio.

- Matraz cénico para vacio de 50 ml, con junta acoplable al embudo filtrante.
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- Probeta de 10 ml de fondo cénico con tapdn hermético.
- Cromatégrafo de gases HP 6890N (Figura 34), provisto de un sistema de
division de flujo, con las siguientes caracteristicas:

O Recinto termostatico para la columna, provisto de programador de
temperatura con precision de + 19C.
Inyector con elemento vaporizador de vidrio tratado con persilano.
Detector de ionizacion de llama (FID).
Registro de datos digitales.

O O O ©

Columna capilar de silice fundida, de 30 m de longitud y de 0,25 mm de
diametro interior, recubierta interiormente de 0,25 um de espesor de
SE-54, |a fase estacionaria.
O Inyector automatico de liquidos Agilent 7683 ALS, con jeringa de 10 pl
para 2 pl de muestra.

- Hidréxido potdsico, solucidn etandlica 2N aproximadamente: disolver,
enfriando al mismo tiempo, 130 g de hidroxido potasico (valoracidén minima del
85%) en 200 ml de agua destilada y completar hasta un litro con etanol.
Conservar en oscuro.

- Eter etilico.

- Sulfato sédico anhidro.

- Placas de vidrio recubiertas con gel de silice, sin indicador de fluorescencia, de
0,25 mm de espesor (comerciales).

- Hidréxido potasico, solucién etandlica 0,2N: disolver 13 g de hidréxido potasico
en 20 ml de agua destilada y completar hasta un litro con etanol.

- Benceno (cromatografia).

- Acetona (cromatografia).

- Hexano (cromatografia).

- Eter etilico (cromatografia).

- Cloroformo.

- Solucidn patron para cromatografia en capa fina: colesterol solucién al 2 % en
cloroformo.

- Solucion de 2,7-diclorofluoresceina al 0,2 % en etanol con unas gotas de
solucidn alcohdlica 2N de hidréxido potasico.

- Piridina anhidra (cromatografia).

- Hexametildisiazano.

- Trimetilclorosilano.

- Solucion problema de trimetilsililésteres de los esteroles: preparar en el
momento de uso a partir de esteroles puros o de mezclas de esteroles
obtenidos de aceites que los contengan.

- o-colestanol, disolucién al 0,2 % (m/V) en cloroformo (patrén interno).

- Solucidn patron de eritrodiol al 0,5% en cloroformo.

- Hidrégeno como gas portador.
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- Hidrégeno puro como gas auxiliar.

- Aire puro (gas comprimido a alta presién) como gas auxiliar.

Figura 34. Cromatografo de gases con el horno abierto utilizado para la determinacion del
estigmastadieno, la composicidn de los esteroles y la cuantificacion de los esteroles totales
y el eritrodiol + uvaol.

O Meétodo

Este método consta de dos partes, una donde sdlo se analiza la composicion de
los esteroles sin cuantificarlos y la segunda, donde se utiliza un patrén (a-colestanol)
para cuantificar la suma de los esteroles totales y ademds sacar el eritrodiol + uvaol.

1. Preparacion del insaponificable:

a.

Pesar en matraz de 250 ml, con precision, 5 g de muestra seca y filtrada.
Afadir 50 ml de solucién etandlica de hidréxido potdsico 2N, adaptar el
refrigerante de reflujo y calentar en bafio Maria con ligera ebullicién
agitando hasta que se produzca la saponificacion (la solucion se vuelve
limpida). Calentar 20 minutos mas y afiadir 50 ml de agua destilada por la
parte superior del refrigerante. Separar el refrigerante y enfriar el matraz a
309C aproximadamente.

Trasvasar cuantitativamente el contenido del matraz a un embudo de
separacion de 500 ml, mediante varios lavados con un total aproximado de
50 ml de agua destilada. Agregar 80 ml aproximadamente de éter etilico,
agitar enérgicamente durante 30 segundos y dejar reposar hasta la
separacion de fases. Separar la fase acuosa inferior pasandola a un segundo
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embudo de separacién. Efectuar otras dos extracciones de la fase acuosa por
el mismo procedimiento utilizando de 60 a 70 ml de éter etilico.

Reunir las fracciones etéreas en un mismo embudo de separacion y lavarlas
con agua destilada hasta que el agua de lavado presente reaccion neutra.
Una vez eliminada el agua de lavado, secar con sulfato sédico anhidro y
filtrar sobre sulfato sédico anhidro a un matraz de 250 ml previamente
pesado, lavando el embudo y el filtro con pequefas cantidades de éter
etilico.

Destilar el éter hasta que quede poco y después, secar con un vacio ligero o
una corriente de nitrégeno, completando el secado en estufa a 1002C
durante 15 minutos. Dejar enfriar en un desecador y pesar.

2. Separacion de la fraccion de esteroles:

a.

Las placas basicas se sumergen con gel de silice en la solucion etandlica 0,2N
de hidréxido potasico durante 10 segundos, se dejan se secar en campana
durante dos horas y después, se introducen a estufa a 1002C durante una
hora. Conservarlas en desecador hasta el uso.

Se introduce en la cubeta de desarrollo de las placas una mezcla de
benceno-acetona 95:5 (v/v) hasta una altura de 1 cm aproximadamente. A
continuacion, se cierra la cubeta con su correspondiente tapa dejando pasar
media hora como minimo para alcanzar el equilibrio liquido-vapor. La mezcla
de desarrollo se cambia en cada prueba.

Preparar una solucién del insaponificable preparado en el punto anterior, en
cloroformo al 5 %y, con la microjeringa de 100 pl, depositar 0,3 ml de dicha
solucion en una placa cromatografica a unos 2 cm de uno de los bordes
formando una linea fina y uniforme. Después se ponen a la altura de la linea
de aplicacion de 2 a 3 pl de la solucion de referencia de esteroles para
identificar la banda de esteroles una vez efectuado el desarrollo.

Se introduce la placa preparada en la cubeta de desarrollo manteniendo la
temperatura entre los 15 y los 202C. Una vez dentro la placa, se tapa la
cubeta dejando que tenga lugar la elucion hasta que el frente del disolvente
se sitle a 1 cm aproximadamente del borde superior de la placa. Sacar la
placa de la cubeta y evaporar el disolvente en corriente de aire caliente.
Pulverizar la placa con la solucién de 2,7-diclorofluoresceina de forma
uniforme. Si se examina la placa con la luz UV se puede identificar la banda
de esteroles mediante comparacion con el patrén. Marcar con lapiz negro
los limites.

Después, se rasca con espatula metdlica el gel de silice contenido en el area
delimitada y se introduce en el embudo filtrante. Afadir a este embudo 10
ml de cloroformo caliente, mezclar con la espatula metalica y filtrar en vacio,
recogiendo el filtrado en el matraz cdnico acoplado al embudo.
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g.

A continuacion hay que lavar el residuo en el embudo tres veces con éter
etilico, recogiendo el filtrado en el mismo matraz cénico. Después se
evapora el filtrado hasta obtener de 4 a 5 ml y éste se trasvasa a un tubo de
ensayo de 10 ml previamente pesado. Evaporar hasta sequedad con
calentamiento y corriente ligera de nitrégeno. Después se recoge con
acetona y se vuelve a secar completamente. Introducir en una estufa a
1059C durante 10 minutos, dejar enfriar en desecador y pesar. El residuo
gue queda en el tubo de ensayo esta formado por la fraccién de esteroles.

3. Preparacion de los trimetilsililésteres:

a.

Se afiaden 50 pg por mg de esteroles de reactivo de silanizacién (mezcla de
piridina-hexametildisilazano-trimetilclorosilano 9:3:1 v/v/v, comercial) al
tubo que contiene los esteroles, evitando toda absorcidn de humedad.
Tapar el tubo y agitar cuidadosamente sin invertir hasta la completa
disolucidon de los esteroles. Se deja reposar 15 minutos, como minimo, a
temperatura ambiente y se centrifuga durante algunos minutos. La solucién
limpida queda lista para el analisis mediante cromatografia de gases.

4. Cromatografia de gases:

a.

Colocar la columna capilar en el cromatégrafo uniendo uno de los extremos
de la columna al inyector y el otro al detector. Efectuar los controles
generales para el correcto funcionamiento de la cromatografia
(estanqueidad de los circuitos, eficacia del detector, eficacia del sistema de
division de flujo y del programa de registro).

Las condiciones de trabajo éptimas para la cromatografia son las siguientes:
e Temperatura del inyector: 3002C.

e Temperatura del detector: 3002C.

e Temperatura de la columna: 2652C.

e Gas portador: hidrégeno regulado a velocidad de 3,7 ml/min.

e Relacion de Split de 1/50.

e Cantidad de solucién inyectada: 2 pl.

Para la realizacién de la cromatografia se carga la solucidon de esteroles
preparada anteriormente en la bandeja del ALS (inyector automatico de
liquidos) anotando el vial de cada muestra (se realizan las 6 variedades
simultaneamente).

El registro de los datos se lleva a cabo con el software Chemstation Agilent,
del que se obtienen los datos de la concentracion de cada esterol.

El porcentaje de cada uno de los esteroles simples se obtiene del informe del
programa informatico.

5. Determinacidn de los esteroles totales y del contenido en eritrodiol y uvaol:

a.

Primero se introduce en el matraz de 250 ml 10 mg de a-colestanol al 0,2 %.
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b. Evaporar en corriente de nitrégeno hasta sequedad y pesar en el mismo
matraz, con precision, 5 g de muestra seca y filtrada.

c. Se procede con el método anterior hasta la preparacién del insaponificable,
que tiene lugar la separacion del eritrodiol y los esteroles, dénde el
procedimiento es igual al anterior excepto en que la solucion del
insaponificable al 5% en cloroformo se aplica con la microjeringa a 1,5 cm
del borde inferior de la placa y que como referencia, en un extremo de la
placa se ponen algunos microlitros de las soluciones de colesterol y
eritrodiol.

d. Después de sacar la placa de la cubeta de desarrollo y de examinar la placa
en el ultravioleta, habiendo seguido con el procedimiento igual que en el
punto anterior, hay que identificar las bandas de los esteroles y del eritrodiol
mediante comparacién de referencias. A continuacién, se extraen con una
espatula metalica y se sigue con el procedimiento igual que antes realizando
la cromatografia de gases en las mismas condiciones.

e. El informe elaborado por el programa informdtico nos da las
concentraciones de los esteroles, de nuevo, y del eritrodiol + uvaol.

f. Para la determinacion cuantitativa de los esteroles totales es necesario el
patrén afiadido a-colestanol:

Ay X mg x 100

s Xm

Esterol x =

A, = drea del pico del esterol x

A = area del pico del a-colestanol

m; = peso del a-colestanol anadido, en miligramos

m = peso de la muestra tomada para la determinacién, en gramos
g. Parala determinacién cuantitativa del eritrodiol:

A+ A
Eritrodiol % = L2 x 100
A1+ AZ + Z Aesteroles

A; = drea del pico del eritrodiol
A, = drea del pico del uvaol
> Acsteroles = SUMa de las areas de los esteroles presentes

4.3. Analisis sensorial

La cata la ha llevado a cabo el Panel de catadores de aceite de oliva virgen de la
Comunidad Foral de Navarra. Es un panel de cata acreditado por el ENAC y compuesto
por 16 personas que han evaluado las seis variantes de aceite. La cata ha tenido lugar
en las sala de cata de la sede del EVENA, en Olite.
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El andlisis sensorial realizado consiste en que cada integrante del panel debe oler
y degustar el aceite sometido a valoracion. Después hay que rellenar la ficha de cata
oficial (Figura 35), que consiste en escalas de 10 cm a valorar en cada atributo,
negativo o positivo. En caso de percepcion del frutado verde o maduro se indica en la
casilla.

Después se recogen las fichas de cata por parte del jefe del panel y éste las
valora mediante un programa informatico para obtener las medianas de frutados y
defectos y para valorar con ligero, medio o alto a los atributos frutado, amargo y
picante.

Una vez valorada la ficha oficial, se comienza un andlisis descriptivo de cada uno
de los aceites con las notas olfativas (césped cortado, hoja verde, platano verde,
almendra, etc.) que encuentren los catadores.
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Ficha de cata del aceite de oliva virgen

INTENSIDAD DE PERCEPCION DE LOS DEFECTOS

Atrojado/borras | —
Mohoso — hiimedo-terroso | —

Avinado — avinagrado —
Acido — agrio

Metélico | -
Rancio | =
Otros (especifiquense) | -

INTENSIDAD DE LAS PERCEPCIONES DE LOS ATRIBUTOS POSITIVOS

Frutado | =

Verde [  Maduro [J

Amargo | —

Picante | —

Nombre del catador:

Cédigo de la muestra:

Fecha:

Observaciones:

Figura 35. Ficha de cata oficial del Reglamento (CE) 640/2008 que modifica el Reglamento (CEE) n2 2568/91
relativo a las caracteristicas de los aceites y sobre sus métodos de analisis
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4.4, Método de analisis estadistico

Se han realizado andlisis estadisticos de los resultados con el software
Statgraphics Centurion XV version 15.2.14 para Windows de la empresa informatica
Statpoint Technologies, Inc.

Se ha realizado un analisis de la varianza (ANOVA) simple, donde se relaciona una
variable cuantitativa y otra nominal. Se puede comparar dos o mas medias de
muestras de poblaciones. Las variables cuantitativas estudiadas han sido la acidez, el
indice de peroxidos, pruebas espectrofotométricas en el ultravioleta, humedad vy
materias volatiles, impurezas insolubles en éter de petrdéleo, composicion en acidos
grasos y composicion en esteroles. La variable nominal ha sido la variedad de aceituna
de los aceites de oliva virgen extra de Artajo.

Se realiza el ANOVA con un nivel de significaciéon del 5% (p < 0,05) para
determinar diferencias significativas entre las variedades, en los parametros
estudiados.

Las diferencias minimas entre las medias se han establecido mediante intervalos
LSD de Fisher y el contraste multiple de rangos se ha utilizado para comprobar que
entre niveles de un factor existen dichas diferencias con un nivel de confianza del 95%.
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5. Resultados y discusion

5.1. Caracterizacion de los aceites segun analisis quimico

5.1.1.
5.1.2.
5.1.3.
5.1.4.
5.1.5.
5.1.6.
5.1.7.
5.1.8.
5.1.9.
5.1.10.

5.1.11.

Acidez

indice de peréxidos

Prueba espectrofotométrica en el ultravioleta (Kj3,, Ky70, AK)
Humedad y materias volatiles

Impurezas insolubles en éter de petrdleo

Contenido de ceras mediante cromatografia de gases
Determinacion de estigmastadienos

Monopalmitato de 2-glicerilo

Composicién de acidos grasos

Contenido de triglicéridos con ECN 42 (Diferencia entre el contenido
teorico y los datos obtenidos por HPLC)

Composicién de esteroles

5.2. Caracterizacidn de los aceites seguin andlisis sensorial
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5.1. Caracterizacion de los aceites segun andlisis quimicos
Se realizaron los siguientes analisis quimicos con la finalidad de caracterizar cada
uno de los aceites virgenes extra monovarietales y para compararlos entre si.

5.1.1. Acidez

El andlisis de la acidez libre va dirigido a caracterizar el proceso de elaboracion, y
mas concretamente antes de la extraccidon, mientras se almacenan las aceitunas
recolectadas. Para analizar este parametro las condiciones entre ensayos no variarony
al tratarse de una valoracion era muy importante determinar el final de la misma en el
mismo tono de viraje del indicador.

De los aceites monovarietales estudiados se han obtenido los siguientes valores
de acidez libre:

Tabla 1. Media y desviacion estandar resultante de los analisis de la acidez expresada en porcentaje en acido

oleico
Variedad Acidez (% de acido oleico)
Arbequina convencional 0,151 £ 0,009 c
Manzanilla Cacerefia 0,171 +0,001d
Koroneiki 0,175 £ 0,008 d
Arbequina ecolégico 0,115+ 0,006 a
Arroniz 0,133 £ 0,006 b
Arbosana 0,122 + 0,003 a

Para cada caracter analizado valores seguidos de la misma letra
no son significativamente diferentes (P < 0,05)

Para observar los resultados de forma visual, en la siguiente grafica se resumen
los valores de la tabla anterior:

Acidez (% de acido oleico)
0,20000

H Arbequina

B Manzanilla

m Koroneiki
[ B Arbequina eco
~ mArréniz

® Arbosana

Figura 1. Valores medios de acidez expresada en porcentaje de acido oleico para cada variedad de aceite

0,15000

0,10000

0,05000

0,00000
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El resultado general de los andlisis de la acidez es positivo, con unos datos bajos
de todos los aceites, con un valor medio de 0,145 % en acido oleico, si atendemos al
limite que establece la legislacidn para los aceites de oliva virgen extra (0,8 % en acido
oleico).

Realizando una comparativa, con andlisis estadistico de los datos, entre los
aceites monovarietales se observa que el que tiene la acidez mas alta es el de la
variedad Koroneiki, con valores sin diferencias significativas con el aceite obtenido de
la variedad Manzanilla cacerefia.

El Artajo Arbequina convencional, sin régimen ecoldgico, es el siguiente con el
valor mas alto (0,151 %). Los aceites de Arbequina ecolégica y de Arbosana no
presentan tampoco diferencias significativas entre ellos, aunque éste ultimo tenga un
valor ligeramente superior. El aceite elaborado a partir de aceitunas ecoldgicas es el
que tiene el valor mds bajo de acidez.

5.1.2. Indice de perdxidos

En el ensayo de perdxidos se pretendia medir el nivel de deterioro oxidativo de
los aceites, que afecta principalmente a los acidos grasos poliinsaturados que forman
los glicéridos.

En la Figura 36 se observa que la principal diferencia la marca el aceite obtenido
de la variedad Arbosana, con el valor mas alto. Las causas pueden ser numerosas, pero
se puede relacionar este dato con la cantidad de acidos grasos poliinsaturados, ya que
las condiciones de elaboracion y almacenamiento son las mismas para todos los tipos
de aceite.

indice de peréxidos (meq 02/kg)

9,00
8,00

® Arbequina

7,00

6,00 ® Manzanilla
5,00 m Koroneiki
4,00 ® Arbequina eco
3,00 H Arréniz

2,00 m Arbosana

1,00

0,00 R =

Figura 36. Valores medios de indice de perdxidos expresado en miliequivalentes de oxigeno por kilo de aceite
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Los datos de la tabla 17 han sido estudiados estadisticamente y el analisis
determina que las diferencias son significativas (P<0,05) en todos los casos.

Tabla 17. Media y desviacién estandar resultante de los analisis del indice de peréxidos expresados en
miliequivalentes de oxigeno por kilo de muestra

indice de peréxidos

Variedad (meq02/ke)
Arbequina convencional 7,07 £0,06d
Manzanilla Cacerefa 7,27 £ 0,08 e
Koroneiki 7,94+0,10c
Arbequina ecolaégico 6,61+0,03b
Arroniz 6,11+0,08 a
Arbosana 8,25+0,05f

Para cada cardcter analizado valores seguidos de la misma letra
no son significativamente diferentes (P < 0,05)

Son valores del indice de perdxidos realmente bajos, con una media de 7,21
miliequivalentes de oxigeno por cada kilogramo de muestra, teniendo en cuenta que el
limite establecido para que sea un aceite de oliva virgen extra es de 20 meq O,/kg.

El dato mds bajo corresponde a el aceite elaborado con Arrdniz, pero cabe
destacar que el arbequina ecoldgico es el siguiente dato mas bajo, dando los mejores
valores de estabilidad.

5.1.3. Prueba espectrofotométrica en el ultravioleta (K»32, K>70, AK)¢

El ensayo de la prueba espectofotométrica es necesario para completar los datos
gue obtenemos con el indice de perdxidos en cuanto a la oxidacion. Sin esta prueba los
datos anteriores podrian llevar a confusidon porque un aceite en avanzado estado de
rancidez oxidativa da valores bajos de peréxidos, porque éstos son inestables y forman
carbonilos.

Tabla 18. Media y desviacion estandar resultante de los analisis espectrofotométricos

Variedad K232 K270 AK
Arbequina convencional 2,16+0,0l1e 0,112+0,005a 0,0034 £ 0,0002 c
Manzanilla Cacerena 1,83+0,02b 0,109 + 0,003 a 0,0026 £ 0,0002 a
Koroneiki 1,95+0,02d 0,140+0,002c 0,0037 £ 0,0002 c
Arbequina ecoldgico 1,91+0,02c 0,122+0,003b  0,0032 +0,0002 bc
Arroniz 1,82+0,02b 0,110+0,004a 0,0028 £ 0,0002 ab
Arbosana 1,74+0,02a 0,113+0,007 a 0,0025 + 0,0002 a

Para cada caracter analizado valores seguidos de la misma letra no son significativamente
diferentes (P < 0,05)
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Los resultados obtenidos (Tabla 18) muestran que la oxidacidon se encuentra en
su fase inicial, porque la K»35, que esta relacionada con los peréxidos presentes, tiene
una media de 1,90 y la K70, que es la que muestra si los hidroperéxidos han formado
diacetonas y cetonas alfa-insaturadas, tiene valores medios de 0,118 cuando el limite
del virgen extra estd en 0,22.

El aumento del coeficiente de extincién especifica (AK) muestra la aparicién de
hidréxidos y carbonilos, y en el caso de todos los aceites estudiados es muy bajo en
comparacion con el limite (0,01).

K232
2,500

® Arbequina
2,000

® Manzanilla
1,500 u Koroneiki
1,000 ® Arbequina eco

® Arrdniz
0,500

m Arbosana
0,000 L L —

Figura 37. Valores medios de Kj3,

De la gréfica anterior se deduce que el pardmetro K3, no da valores
proporcionales a los del indice de perdxidos, a pesar de que los dos pardmetros estén
relacionados con el mismo factor, que es el contenido en hidroperdxidos.

Los mayores valores de Ky3; los hemos obtenido del analisis del aceite obtenido
de la Arbequina convencional, seguido de la Koroneiki. El valor mds bajo corresponde a
la variedad Arbosana, hecho que contrasta con que su indice de peréxidos sea el mas
bajo. Estadisticamente todos presentan diferencias significativas (P<0,05) excepto las
los aceites elaborados con las variedades Manzanilla cacerefa y Arréniz.

K270
0,1500

m Arbequina

® Manzanilla
0,1000 +— |

= Koroneiki

m Arbequina eco
0,0500 +— |

® Arréniz
0,0000 - SEEESSMITTESmIm—m ® Arbosana

Figura 38. Valores medios del K,;
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En la gréafica del coeficiente de extincidn especifica a longitud de onda 270 nm se
observa que destacan por la parte superior los aceites elaborados con las variedades
Koroneiki y Arbequina ecoldgica, pero el resto no presentan diferencias significativas
entre ellos segun el andlisis estadistico de los datos.

AK

0,0050

® Arbequina

0,0040
® Manzanilla

0,0030 = = Koroneiki
0,0020 +— ___ mArbequinaeco
® Arréniz
0,0010 +— |
® Arbosana
0,0000 I S — —

Figura 39. Valores medios de AK para todas las variedades

Los valores que representa la figura anterior muestran una proporcionalidad
entre el pardmetro K,70 y la AK. Este hecho es légico porque para el calculo de la
segunda se utiliza el dato del K;79. Las diferencias son un poco mdas marcadas entre las
variedades.

5.1.4. Humedad y materias voldtiles

La humedad y materias volatiles presentes en el aceite son factores que vienen
dados por el proceso de elaboracion. El analisis es simple y se llevo a cabo en estufa a
1059C como se indica anteriormente.

Tabla 19. Media y desviacion estandar de la humedad y materias volatiles (% en peso)

Humedad y materias

Variedad volatiles (%)
Arbequina convencional 0,069 £ 0,009 a
Manzanilla Cacerena 0,097 £ 0,002 b
Koroneiki 0,095 + 0,005 b
Arbequina ecolégico 0,067 £ 0,002 a
Arroniz 0,067 £ 0,004 a
Arbosana 0,065 + 0,003 a

Para cada caracter analizado valores seguidos de la misma letra
no son significativamente diferentes (P < 0,05)

Los valores obtenidos son bajos en comparacion con el valor que marcan las
exigencias del aceite de oliva virgen extra, que es un 0,2 %. Aun asi, esto indica que la
eliminacion del agua en el proceso no es total o que hay incorporacion en la fase de
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almacenamiento. El agua aumenta la oxidacidn del aceite y por eso hay que tener
especial cuidado en mantener los aceites en condiciones de minima humedad.

Humedad y materias volatiles (% peso)

0,1200
0,1000 m Arbequina
0,0800 +———=— B Manzanilla

m Koroneiki
0,0600 +— —

® Arbequina eco
0,0400 +— T mArréniz
0,0200 +—— ~——  mArbosana
0,0000 . - - - - ; —

Figura 40. Valores medios de humedad para todas las variedades

Se han analizado estadisticamente los datos y los resultados se observan
claramente en la figura 40, ya que los monovarietales de Manzanilla y Koroneiki tienen
valores sin diferencias significativas entre ellos pero mayores que los del resto. Todos
los demds entre si tampoco muestran diferencias significativas. Los resultados de esta
prueba nos muestran que hay alguna diferencia en el proceso o en el almacenamiento.

5.1.5. Impurezas insolubles en éter de petrdleo

Este parametro indica posibles alteraciones sufridas en el proceso que han
incorporado tierra, sustancias minerales, resinas, acidos grasos oxidados, etc.

Todos estas sustancias suponen un peligro para la estabilidad del aceite y el
limite para virgenes extra es de 0,1%. Esto supone que algunos de los aceites
analizados, especialmente los de Arbequina y el Koroneiki, se encuentran rozando ese
limite. Estos tres no muestran entre si diferencias significativas, asi como los otros tres
que tienen valores de impurezas inferiores tampoco muestran entre si diferencias
significativas.

De los resultados obtenidos se deduce que como el aceite no esta filtrado hay
impurezas propias del proceso que no se eliminan después, excepto con la
decantacidn. El tiempo que el aceite permanezca en los decantadores estabilizandose
serd importante para reducir este valor de las impurezas a valores mas bajos.
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Tabla 20. Media y desviacion estandar de los resultados de impurezas insolubles en éter de petréleo expresados
en porcentaje (P/P)

Variedad

Impurezas insolubles en
éter de petréleo (%)

Arbequina convencional
Manzanilla Cacerefia
Koroneiki

Arbequina ecoldgico
Arréniz

Arbosana

0,093+0,015b
0,068 £0,013 a
0,098 +0,017 b
0,099 + 0,008 b
0,047 +0,0154a
0,052+0,016a

Para cada caracter analizado valores seguidos de la misma letra
no son significativamente diferentes (P < 0,05)

0,14000

Impurezas insolubles en éter de petrdleo (% peso)

0,12000

0,10000

m Arbequina

0,08000
0,06000
0,04000

0,02000

0,00000

T [ -
= Manzanilla
—  m Koroneiki
m Arbequina eco
_ mArréniz
= Arbosana

Figura 41. Comparacion de las impurezas insolubles en éter de petrdleo en los aceites monovarietales expresado
en porcentaje en peso de la muestra

5.1.6. Contenido de ceras mediante cromatografia de gases

El parametro del contenido en ceras se utiliza principalmente para diferenciar a

los aceites de oliva virgenes de las mezclas o de los refinados, asi que se llevé a cabo

un primer analisis y como los resultados estaban muy por debajo del limite del virgen

extra 250 mg/kg (ppm) pues no habia necesidad de proseguir con el analisis, ya que no

caracterizaba las variedades.

Tabla 21. Contenido en ceras totales expresado en % (P/P)

Ceras totales

Variedad (ng/ul, ppm)
Arbequina convencional 112,90
Manzanilla Cacereiia 72,91
Koroneiki 107,45
Arbequina ecolégico 106,73
Arroniz 60,82
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Arbosana 53,78

De forma gréfica, las ceras obtenidas en el primer analisis se resumen asi:

Ceras totales (ng/pl, ppm)

120,00 '

100,00 - B Arbequina convencional
80,00 - B Manzanilla Cacerefia
60,00 - m Koroneiki
40,00 - M Arbequina ecoldgico
20,00 - H Arréniz

0,00 . M Arbosana
Ceras totales (% en peso)

Figura 42. Resultados del contenido en ceras totales en ng/pl

5.1.7. Determinacion de estigmastadieno

Los resultados del estigmastadieno no es necesario comentarlos, puesto que
han sido nulos en todos los andlisis realizados y no se aprecian ni siquiera trazas en los
cromatogramas, lo que indica que no hay presencia de aceite refinado y todos son
aceites de oliva virgenes extra puros.

5.1.8. Monopalmitato de 2-glicerilo

El monopalmitato de 2-glicerilo es un parametro de estudio reciente, que se
incluyé al reglamento en 2007 y también se ha realizado un Unico analisis que
comprueba la pureza del aceite de oliva virgen extra porque no caracteriza a las
variedades estudiadas.

Tabla 22. Contenido en monopalmitato expresado en %

Monopalmitato de

Variedad .
2-glicerilo

Arbequina convencional 0,733
Manzanilla Cacerena 0,445
Koroneiki 0,558
Arbequina ecoldgico 0,727
Arroniz 0,470
Arbosana 0,539
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Los valores mas altos corresponden a la Arbequina convencional y a la misma
variedad en cultivo ecoldgico y los mas bajos a la Manzanilla cacerena y a la Arréniz. En
cualquier caso el limite para los virgenes extra es 0,9 % y todos estan por debajo.

% de monopalmitato de 2-glicerilo

B Arbequina convencional
B Manzanilla Cacerefia

M Koroneiki

W Arbequina ecoldgico

M Arroniz

M Arbosana

Monopalmitato de 2-glicerilo

Figura 43. Resultados de la prueba del monopalmitato de 2-glicerilo expresado en %

5.1.9. Composicion de dcidos grasos

Este parametro es uno en los que la variedad muestra una clara influencia, asi
qgue el andlisis de estos datos es el factor principal a analizar y a estudiar para
caracterizar los aceites de oliva virgenes extra monovarietales.

Los acidos grasos son los componentes fundamentales y mayoritarios de un
aceite y se encuentran formando ésteres con la glicerina (glicéridos y fosfatidos).

El andlisis se ha llevado a cabo por cromatografia de gases en columna capilar y
todos los aceites se han analizado tres veces cada uno para estudiarlos
estadisticamente. Antes de la cromatografia es necesario formar ésteres metilicos para
una identificacion mas facil.
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Miristico
Palmitico
Palmitoleico
Margarico
Margaroleico
Estearico
Elaidico
Oleico
C18:2TC
C18:2 CT
Linoleico
Linolénico
Araquidico
Gadoleico
Behenico

Lignocérico

Tabla 23. Media y desviacion estandar de la composicion de acidos grasos expresados en porcentaje del total de acidos grasos

Arbequina (%
del total de
acidos grasos)

0,016 £ 0,002a
14,743 + 0,289c
1,378 + 0,029d
0,137 +0,012cd
0,235 +0,016c
2,101 £ 0,069b

70,186 + 0,168a
0,018 + 0,004c
0,015 £ 0,003a
9,808 + 0,134e

0,534 £ 0,012ab

0,375 £ 0,052ab

0,286 + 0,039ab

0,119 + 0,034abc

0,050 £ 0,006ab

Manzanilla (%
del total de
acidos grasos)

13,475 + 0,155b
1,362 + 0,043d
0,056 £ 0,007a
0,127 £ 0,009a
1,772 £ 0,029a
0,036 £ 0,001
76,463 * 0,140f
0,024 + 0,003a

5,14 £ 0,019a
0,714 £ 0,070e
0,351 £ 0,006a
0,334 +0,009b
0,099 £ 0,004a

0,047 + 0,008ab

Koroneiki (%
del total de
acidos grasos)

0,023 +0,001b
12,425 + 0,273a
0,987 + 0,064b
0,088 +0,016b
0,159 +0,022b
2,367 £ 0,090cd

74,289 + 0,252d
0,033 £ 0,001b
0,026 + 0,003b
7,986 + 0,139b
0,676 + 0,047de
0,442 £ 0,007c
0,303 + 0,046ab
0,139 £ 0,008c
0,056 + 0,003b

Arbequina
Eco. (% del total
de acidos grasos)

14,553 £ 0,067c
1,167 £ 0,024c
0,120 £ 0,015c
0,250+ 0,011cd
2,066 £ 0,071b

71,146 £ 0,087b

9,408 + 0,160d
0,487 £ 0,016a
0,383 +0,023ab
0,289 + 0,007ab
0,101 + 0,014ab
0,040 £ 0,007a

Arroniz (% del
total de acidos
grasos)

0,017 £ 0,002a
12,298 + 0,052a
0,845 £ 0,057a
0,154 + 0,026d
0,247 £ 0,020c
2,408 + 0,013d

72,415 +0,031c

0,016 +0,001a
10,260 + 0,052f
0,578 + 0,015bc
0,360 £ 0,019a
0,262 £ 0,015a
0,089 + 0,006a
0,049 +0,017ab

Para cada caracter analizado valores seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0,05)

Arbosana (% del
total de acidos
grasos)

13,165 £ 0,047b
1,147 + 0,024c
0,142 +0,006cd
0,278 + 0,016d
2,277 £ 0,023c

74,749 + 0,038e

0,038 +0,009c
6,726 + 0,032b
0,632 +0,010cd
0,412 +0,013bc
0,250+ 0,041a
0,131 +0,022bc
0,053 + 0,005ab
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Los acidos grasos que se han utilizado para caracterizar los aceites de oliva
virgenes extras son:

- Acido palmitico (C16:0)

- Acido palmitoleico (C16:1)
- Acido estedrico (C18:0)

- Acido oleico (€C18:1)

- Acido linoleico (C18:2)

- Acido linolénico (C18:3)

Se estudian cada uno de estos seis acidos grasos porque son los mas
mayoritarios y los mas relevantes a la hora de diferenciar y caracterizar las variedades.

Los resultados obtenidos del porcentaje del acido palmitico no presentan
grandes variaciones y la media de todos es de un 13,488%, pero analizando
estadisticamente los datos, los dos aceites elaborados con Arbequina no presentan
diferencias significativas, al igual que entre si tampoco hay diferencias entre la
Manzanilla y la Arbosana ni entre la Koroneiki y la Arréniz. Esto se observa con claridad
en la gréfica siguiente:

% Acido palmitico

|

H Arbequina
Manzanilla

i Koroneiki

i Arbequina eco

l i Arroniz

LI Arbosana

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00

Figura 44. Media del porcentaje de acido palmitico en las variedades estudiadas

Los valores mds altos de palmitico, que es un acido graso saturado los presentan
las Arbequinas, seguido por Manzanilla y Arréniz y después por Koroneiki y Arbosana.
Los acidos grasos saturados proporcionan mas estabilidad, pero también son menos
saludables que los insaturados.
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Analizamos ahora el acido palmitoleico, de 16 carbonos y con un doble enlace.
Este dcido graso no es un componente muy abundante en el aceite de oliva, pero tiene
importancia porque es insaturado.

Los resultados obtenidos comprenden valores desde el 0,845% del aceite
elaborado con Arréniz hasta el 1,378% del aceite elaborado con Arbequina
convencional. En este caso los dos aceites obtenidos de la Arbequina muestran una
diferencia importante entre ellos.

En los datos no se presentan diferencias significativas entre la Arbequina
convencional y la Manzanilla ni entre la Arbequina ecoldgica con la Arbosana.

% Acido palmitoleico

H Arbequina

H Manzanilla

H Koroneiki

i Arbequina eco

i Arroniz

Ll Arbosana

0 0,5 1 1,5

Figura 45. Media del porcentaje de acido palmitoleico en las variedades estudiadas

En relacidn con el acido estedrico cabe decir que es un acido graso saturado de
con 18 atomos de carbono del que se ha obtenido un resultado medio de 2,165%. En
este caso, si comparamos las variedades de las que se han obtenido los aceites entre si
se vuelve a observar que no hay diferencias significativas entre los Arbequinas. Todos
los demas presentan diferencias significativas entre si excepto el aceite obtenido de la
variedad Koroneiki, que se encuentra entre la Arroniz (el valor mas alto) y la Arbosana.
La Manzanilla da el valor mds pequefio.
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% Acido estedrico

H Arbequina

H Manzanilla

M Koroneiki

H Arbequina eco

i Arroniz

k4 Arbosana

Figura 46. Media del porcentaje de acido oleico en las variedades estudiadas

El principal componente de los acidos grasos del aceite de oliva virgen es el acido
oleico. Se trata de un acido graso monoinsaturado que no es tan inestable a la
oxidacién como los poliinsaturados, pero es mas saludable que los saturados. También
es muy caracteristico de cada variedad y esta muy estudiado por diversos autores.

% Acido oleico

H Arbequina

i Manzanilla

i Koroneiki

i Arbequina eco
L Arréniz

L/ Arbosana

65,00 70,00 75,00 80,00

Figura 47. Media del porcentaje de acido oleico en las variedades estudiadas

El 4cido oleico, como se observa, es muy variable en los diferentes cultivares,
siendo el valor mds bajo un 70,186% en la Arbequina convencional y llegando hasta
valores del 76,463% en aceites a partir de la variedad Manzanilla cacerefia. Se puede
observar en la grafica cdmo los dos aceites obtenidos de la variedad Arbequina son los
gue tienen menor contenido en acido oleico, aunque tienen diferencias significativas
segln los andlisis estadisticos. Debido a la variabilidad de éste factor, en el andlisis
estadistico todas presentan diferencias significativas entre si.
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El siguiente dato a evaluar es la composiciéon en acido linoleico, un acido grasos
poliinsaturado esencial sensible a oxidaciones que presenta grandes variaciones entre
unas variedades y otras, pues el porcentaje de este acido graso en Arroéniz (10,260%)
es practicamente el doble que el porcentaje de linoleico en Manzanilla cacerefia
(5,140%).

% Acido linoleico

H Arbequina

E Manzanilla

i Koroneiki

i Arbequina eco

L Arréniz

LI Arbosana

0,00 5,00 10,00 15,00

Figura 48. Media del porcentaje de acido linoleico en las variedades estudiadas

La variabilidad en este parametro se muestra en que todos los aceites se
diferencian significativamente entre si, aunque los aceites de Arbequina se muestran
de nuevo en valores cercanos. Ademas hay una relacion inversa entre el dcido oleico y
el linoleico en la mayoria de las variedades.

El acido linolénico estd en una proporcion muy pequefia, pero dado que es un
acido graso esencial en la alimentacién es importante cuantificarlo.

% Acido linolénico

H Arbequina

H Manzanilla

M Koroneiki

i Arbequina eco

i Arréniz

LI Arbosana

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Figura 49. Media del porcentaje de acido linolénico en las variedades estudiadas
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Graficamente se observa que el valor mds alto corresponde a la Manzanilla
(0,714%) y después se situa la Koroneiki (0,676%), que no presenta diferencias
significativas ni con la anterior ni con la Arbosana (0,632%), aunque la primera vy la
tercera si que presentan diferencias entre si. Esto mismo ocurre con varios de los
valores, que se pueden observar en la tabla resumen anterior, ya que las letras
diferentes muestran diferencias significativas. Ademas vemos como de nuevo los
aceites provenientes de la Arbequina no muestran diferencias significativas entre si.

Si clasificamos los acidos grasos a partir de los resultados obtenidos atendiendo a
las insaturaciones llegamos a lo siguiente:

Tabla 24. Comparacion de las variedades en el grado de saturacién

e MR ongi AP e s

[v) o, o,

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

AGS 17,826 16,169 15,843 17,551 15,637 16,430
AGI 82,174 83,831 84,157 82,449 84,363 83,570

AGS = Porcentaje de acidos grasos saturados
AGI = Porcentaje de acidos grasos insaturados

La variedad con mas acidos grasos saturados es la arbequina en sus dos variantes
y eso tiene relacién con que el principal acido grasos monoinsaturado (acido oleico)
esté en menor proporcién en esta variedad.

Te
l;.‘u E‘Hﬁ
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Perfil de la composicion de los acidos grasos
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Figura 50. Perfil resumen de la composicién de los acidos grasos en cada aceite monovarietal

5.1.10. Contenido de triglicéridos con ECN 42 (Diferencia entre el

contenido tedrico y los datos obtenidos por HPLC)

Los triglicéridos con

numero equivalente de carbonos 42 calculados

tedricamente a partir de la composicidon en acidos grasos deberian parecerse en los

aceites de oliva virgenes, dentro de unos limites a los que obtenemos a partir de HPLC

de la suma de los porcentajes de los triglicéridos LLL, OLnL + PolLL y PLnL, que

conforman el ECN42 real.

El limite de la diferencia se establece en 0,2 % para aceptar al aceite como virgen

extra asi que si nos fijamos en la tabla

Tabla 25. Valores del ECN42 tedrico y real y la diferencia entre ambos

Variedad ECN42 ECN42 Diferencia

tedrico (%) HPLC (%) ECN42 (%)
Arbequina convencional 0,455 0,310 0,145
Manzanilla Cacereia 0,289 0,190 0,099
Koroneiki 0,401 0,260 0,141
Arbequina ecolégico 0,391 0,240 0,151
Arroniz 0,477 0,340 0,137
Arbosana 0,323 0,170 0,153
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Diferencia ECN42 en % (calculo tedrico y real)

o160 T T

0,140 -

0,120 - H Arbequina convencional
0,100 - H Manzanilla Cacereiia
0,080 M Koroneiki

g”gig H Arbequina ecoldgico
0,020 H Arréniz

0,000 M Arbosana

Diferencia ECN42

Figura 51. Diferencia grafica entre el ECN42 tedrico y el ECN42 real calculado mediante HPLC

La diferencia entre el ECN42 real y el ECN42 tedrico no caracteriza muy bien a las

variedades, asi que no utilizaremos este parametro para establecer diferencias entre
ellas.

5.1.11. Composicion de esteroles y eritrodiol + uvaol

Este pardmetro es importante, al igual que el de la composicidn en acidos grasos,
a la hora de caracterizar un aceite de oliva virgen a través de la variedad, aunque

también se determina para la identificacion de aceites adulterados con otros de
calidad menos apreciada.

Se han realizado dos analisis diferentes, uno para estudiar en profundidad el
perfil de la composicidon en esteroles de cada aceite monovarietal y otro para conocer
el nimero total de esteroles y el contenido en eritrodiol + uvaol (Tabla x). Este ultimo

sélo se ha analizado de forma simple, pues el interesante para caracterizar variedades
es el primero.

Tabla 26. Resumen de los datos obtenidos en un tnico analisis de cuantificacion de los esteroles totales y del
eritrodiol + uvaol

Variedad Esteroles totales  Eritrodiol + uvaol
(mg/kg) (% en peso)
Arbequina convencional 1329,612 2,553
Manzanilla Cacerena 1148,427 1,055
Koroneki 1253,490 2,555
Arbequina ecoldgica 1255,390 3,019
Arroniz 1200,683 2,359
Arbosana 1689,162 2,401
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En la tabla anterior se muestran los resultados del analisis simple realizado para
comprobar que la suma de todos los esteroles superan los 1000 mg/kg, limite marcado
por las exigencias de la clasificacién para virgen extra. Como se supera en todos los
casos el analisis estadistico de los esteroles se centra en su perfil, en la composicion de
cada esterol con respecto al total de esteroles.

En la tabla 27 estan resumidos todos los resultados obtenidos del analisis de la
composicion en esteroles.
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Colesterol
24-metilencolesterol
Campesterol
Campestanol
A’-estigmasterol
A’-campesterol
A>**-estigmastadienol
Clerosterol
B-sitosterol

Sitostanol
A®-avenasterol
A*>?**-estigmastadienol
A’-estigmastenol

A’-avenasterol

BETASITOSTEROL
APARENTE (*)

Tabla 27. Media y desviacion tipica de la composicion de esteroles expresados en porcentaje del total de esteroles

Arbequina (%
del total de
esteroles)
0,237 £ 0,011d

0,342 +0,027b
3,351 + 0,008d
0,563 +0,014c
0,671 +0,017c
0,126 + 0,005cd

0,889 +0,017bc
74,791 + 0,258b
0,663 +0,020d
16,662 + 0,261d
0,923 +0,031d
0,111 +£0,018b
0,669 + 0,023c

93,929 +0,043a

Manzanilla (%
del total de
esteroles)
0,115 £ 0,014a

0,266 +0,027a
2,401 £ 0,026a
0,502 £ 0,016b
0,484 £ 0,011a
0,107 + 0,012ab

1,064 £ 0,056d
79,055 + 0,141d
0,385 +£0,039a
14,089 + 0,101b
0,817 £0,015c
0,117 +0,018b
0,599 £ 0,017b

95,409 + 0,020e

Koroneiki (%
del total de
esteroles)
0,197 £ 0,012c

0,371 £ 0,015bc
3,353 +0,017d
0,491 £ 0,013b
0,492 £ 0,010a
0,127 +0,011cd
0,054 + 0,005
0,87 £ 0,015b
78,819 +0,077d
0,56 £0,017c
12,942 + 0,023a
0,701 £ 0,025b
0,275 +0,008d
0,747 £0,017d

93,946 + 0,033a

Arbequina eco.
(% del total de
esteroles)
0,153 + 0,006b

0,396 +0,014c
3,212 £ 0,023c
0,582 +0,008c
0,674 +0,019¢
0,139 + 0,004d

0,918 + 0,007c
73,749 £ 0,110a
0,62 +0,021d
17,96 £ 0,134e
0,934 +0,015d
0,134 £ 0,012bc
0,529 +0,034a

94,181 + 0,036b

Para cada caracter analizado valores seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0,05)

(*) El betasitosterol aparente es la suma de A

5,23

-estigmastadienol, clerosterol, B-sitosterol, sitostanol, A°-avenasterol yA

Arroéniz (%
del total de
esteroles)
0,159 £ 0,011b

0,263 +0,011a
2,608 +0,047b
0,475 £ 0,015b
0,711 +0,016d
0,091 £ 0,014a

0,882 +0,010bc
79,959 £ 0,323e
0,461 +0,025b
12,855 + 0,238a
0,636 £ 0,007a
0,148 + 0,009c
0,752 +0,015d

94,793 + 0,072d

5,24

Arbosana (%
del total de
esteroles)
0,186 + 0,012c

0,279 +0,020a
3,230 £ 0,022c
0,386 +0,023a
0,572 +0,024b
0,118 + 0,012bc

0,785 +£0,010a
76,598 + 0,318c
0,544 +0,018c
16,018 + 0,284c
0,655 +0,019a
0,073 £0,010a
0,569 + 0,029ab

94,599 + 0,031c

-estigmastadienol.
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Se ha analizado la composicién en esteroles de todos que forman este grupo y
gue se han nombrado ya previamente, pero todos los resultados mas relevantes para
la caracterizacién del aceite son el contenido en Campesterol, B-sitosterol y A>-
avenasterol porque son los componentes mayoritarios en todos los aceites de oliva
virgenes.

También han sido procesados los datos con el programa estadistico y con las
letras que siguen a cada valor con la desviacién estandar sabemos qué aceites tienen
diferencias significativas en lo que respecta a cada uno de los esteroles.

La siguiente grafica (Figura 52) nos sirve para ver las diferencias entre aceites en
el contenido de campesterol. Los valores mds altos corresponden a los aceites
elaborados con variedad Arbequina convencional y con variedad Koroneiki, ademas
éstos no presentan diferencias significativas entre ellos. Con valores ligeramente
inferiores pero significativamente diferentes a los anteriores estan los aceites de
Arbequina ecoldgica y Arbosana, que entre ellos no presentan apenas diferencias. Los
resultados del porcentaje de campesterol en Manzanilla Cacerefia y en Arrdniz
presentan diferencias entre si y con todos los demas. El primero es el que tiene el
porcentaje mas bajo.

% Campesterol

| |

M Arbequina
M Manzanilla
M Koroneiki

i Arbequina eco

+ i Arréniz

. Arbosana

T

0,000 1,000 2,000 3,000 4,000

Figura 52. Media del porcentaje de campesterol en las variedades estudiadas

El campesterol estd relacionado con la regulacién del colesterol LDL en el
organismo, hecho que se esta estudiando para reducir el riesgo de enfermedades
cardiacas, y ademas tiene una fuerte componente varietal. Por esto es tan importante
analizarlo.

El siguiente esterol analizado es el B-sitosterol. También es otro fitosterol que
regula el colesterol LDL y de los esteroles del aceite de oliva es el mds abundante. Los
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datos obtenidos del los diferentes informes y cromatogramas determinan el
porcentaje de B-sitosterol desde el 73,749% del aceite de Arbequina ecolégica hasta el
79,959% de la variedad Arrdniz.

% de B-sitosterol

I ‘ ‘

H Arbequina

H Manzanilla

M Koroneiki

i Arbequina eco
i Arréniz

I Arbosana

T T

70,000 72,000 74,000 76,000 78,000 80,000 82,000

Figura 53. Media del porcentaje de B-sitosterol en las variedades estudiadas

Las diferencias en el contenido de B-sitosterol entre los aceites estudiados son
notables y caracterizan a cada variedad con un perfil determinado de esteroles. Se
puede observar en la grafica anterior (Figura 53) cédmo los dos aceites de la misma
variedad, como son los elaborados con Arbequina, aunque en el andlisis estadistico
muestran diferencias significativas, tienen los valores mas bajos de B-sitosterol y
graficamente se ve cémo los demads tienen valores mas distantes.

También destaca en analisis estadistico del PB-sitosterol que los aceites
elaborados con Manzanilla y con Koroneiki no muestran diferencias significativas entre
ellas y todas las demas si que se diferencian entre si significativamente. El aceite
elaborado con Arréniz tiene el valor mas alto de este componente, con un 79,959 +
0,323%.

El segundo esterol mas mayoritario en el aceite es el A>-avenasterol, ya que los
resultados obtenidos van desde el 12,855 + 0,238% de la variedad Arrdéniz hasta el
17,96 + 0,134% de la variedad Arbequina ecoldgica.

De nuevo, los esteroles quedan claramente marcados por la variedad utilizada en
el aceite, pues los dos elaborados con Arbequina, aunque con diferencias significativas,
son los que mas destacan entre los demas.
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% de A>-avenasterol

| | |

M Arbequina
E Manzanilla
i Koroneiki

i Arbequina eco

L Arroniz

Ll Arbosana

0,000 5,000 10,000 15,000 20,000

Figura 54. Media del porcentaje de A°-avenasterol en las variedades estudiadas

En cuanto al andlisis estadistico de los datos, los aceites obtenidos de las
variedades Koroneiki y Arréniz son los Unicos que no presentan diferencias
significativas entre si.

Se observa, por tanto, una clara influencia de la variedad en el perfil de esteroles
del aceite, porque aparte de los tres fitosteroles comentados, también hay una
relacion importante entre la composicién de los dos aceites que provienen de la misma
variedad, pues no muestran diferencias significativas en siete de los esteroles
analizados (Campestanol, A7-estigmasterol, A7-campesterol, Clerosterol, Sitostanol,
A5’24—estigmastadienol y A’-estigmastenol).

También se podria decir que los perfiles de los aceites obtenidos de Manzanilla
Cacereiia y Arroniz se asemejan ligeramente.
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5.1. Caracterizacion de los aceites segun analisis sensorial
Los aceites se cataron segun la ficha de cata oficial y se procesaron tal y como
indica el reglamento mencionado anteriormente.

Los resultados numéricos se recogen en la siguiente tabla:

Tabla 2. Resultados del panel de cata segun la ficha oficial del Reglamento (CE) N2 640/2008

Arbequ.!lna Manzan:lla Koroneiki Arbe?u_ma Arroniz  Arbosana
convencional cacerena ecologico
Mediana del 5,6 45 4,6 5,6 4,7 5,0
frutado
Mediana del 3,5 1,9 2,7 6,6 3,8 1,6
amargo
Resultado Metfllana del 4,0 25 27 33 38 24
picante
Mediana del
defecto 0 0 0 0 0 0
mas intenso
Verde Maduro Maduro Verde Maduro  Maduro
Frutado . . . . . .
Etiquetado medio medio medio medio medio medio
facultativo Amargo Medio Ligero Ligero Medio Medio Ligero
Picante Medio Ligero Ligero Medio Medio Ligero

Es destacable de estos resultados que los aceites de Arbequina sean los mas
frutados, ya que son los que se recogen con un indice de madurez mas bajo y eso
puede influir en ese parametro.

En el panel se llevdé a cabo un analisis sensorial descriptivo para obtener los
matices o notas olfato-gustativas y estan ordenadas por orden de mayor a menor
numero de veces que aparecian en las fichas de cata descriptiva de los panelistas:

e Arbequina Convencional: Tomate, hierbas, especias, hoja, menta, pldtano
verde, manzana.

e Manzanilla cacereia: Hierba, romero, tomillo, platano, café.

e Koroneiki: Café, regaliz, anis, verdura, platano.

e Arbequina ecoldgico: Hierba verde, hoja verde, laurel, pimienta, platano,
alcachofa.

e Arroniz: Fresa, tomate maduro, macedonia, café, hierba, nuez verde,
esparrago.

e Arbosana: Platano verde, hierba, especias, canela, alcachofa.

Hay que destacar que estos analisis descriptivos son totalmente subjetivos y que
son matices que pertenecen a opiniones del panel de cata.
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6. Conclusiones

0 Estudiando todos los pardametros analizados, los factores que mas caracterizan
a los aceites segun la variedad son la composicién en acidos grasos y la
composicion en esteroles.

O Los demas parametros sélo determinan la pureza de un virgen extra porque no
hay similitudes ni diferencias claras que sigan un patrén.

0 Atendiendo a éstos pardmetros se observa que los Aceites elaborados con
Arbequina (tanto el ecoldgico como el convencional) tienen perfiles muy
parecidos, pero en otros en los que influyen otros factores externos a la
genética tienen diferencias.

O Se han encontrado parametros ligeramente relacionados entre si, como el dato
de la K»3, con resultado obtenido del contenido en acido linoleico. Aunque no
se pueda encontrar una correlacion clara si que se ve en las graficas que siguen
una proporcionalidad. Puede deberse a que la oxidacién afecta a los que mas
contenido en poliinsaturados tienen.

O La conservacion de los aceites esta relacionada con los parametros de acidez,
indice de perdxidos, K»3», Ky70 y AK. El que presenta los indices conjuntos mas
bajos de esos cuatro parametros es el aceite de Arréniz, que esta descrito por
los autores como una variedad estable.

0 Atendiendo a los perfiles de acidos grasos los aceites monovarietales que mas
se parecen entre si, después de los Arbequinas entre ellos, son el Koroneiki y el
Arbosana, puesto que no presentan diferencias significativas en siete de los
acidos grasos estudiados

O Los aceites que mas se parecen, excluyendo el Arbequina, en cuanto a la
composicion de esteroles, son de nuevo el Koroneiki y el Arbosana, porque no
presentan diferencias significativas en tres de los fitosteroles. Aunque eso no
sea mucha similitud, en la composicion de los demas esteroles no varian
apenas.

0 Si la variedad influye en los dos parametros anteriores se podria decir que las

variedades de aceitunas Koroneiki y Arbosana se parecen entre si en el aspecto
quimico.
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0 No se han encontrado relaciones entre los andlisis quimicos con los valores de
cata para atribuirlos a uno u otro factor.

0 A nivel nutritivo, los aceites mas saludables son los que presentan el mayor

numero de acidos grasos insaturados. Estos son el aceite elaborado a partir de
aceitunas Arréniz y Koroneiki.
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Tabla 1. Hoja de calculo utilizada para la acidez libre

Arbequina Manzanilla C. Koroneiki Arbequina Ecol. Arroniz Arbosana
RL | R2 | R3 | Rt | R2 | R3 | RL | R2 | R3 | RL | R2 | R3 | Rt | R2 | R3 | RL | R2 | R3
Peso de Aceite (g) |15,735|15,600|12,472 | 12,354 | 15,976 | 15,554 | 12,442 | 12,369 | 15,650 | 12,252 | 12,186 | 15,670 | 13,907 | 13,090 | 15,964 | 12,209 | 12,172 | 15,822
V°'”m‘(*:“g)a5tad° 4,880 | 4,380 | 3,520 | 4,100 | 5,260 | 5,100 | 4,360 | 4,250 | 5,000 | 2,600 | 2,650 | 3,650 | 3,400 | 3,500 | 4,150 | 2,850 | 2,800 | 3,300
N (KOH) 0,018 0,018 0,018 0,018 0,018 0,018
Resultado replica | 0,161 | 0,146 | 0,146 | 0,172 | 0,171 | 0,170 | 0,182 | 0,178 | 0,166 | 0,110 | 0,113 | 0,121 | 0,127 | 0,139 | 0,135 | 0,121 | 0,119 | 0,125
Acidez (% ac. Oléico) 0,151 0,171 0,175 0,115 0,133 0,122
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Tabla 2. Hoja de calculo utilizada para los indices de peréxidos

Arbequina Manzanilla C. Koroneiki Arbequina Ecol. Arroniz Arbosana
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Peso de Aceite (g) 3,311 | 3,356 | 4,082 | 3,247 | 3,259 | 2,983 | 3,370 | 3,368 | 2,493 | 3,344 | 3,468 | 3,546 | 3,381 | 3,306 | 2,800 | 3,354 | 3,442 | 2,960
Volumen gastado (ml) 2,350 | 2,350 | 2,900 | 2,350 | 2,400 | 2,150 | 2,350 | 2,300 | 1,750 | 2,200 | 2,300 | 2,350 | 2,050 | 2,050 | 1,700 | 2,750 | 2,850 | 2,450
N (Na2s203) 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
Resultado replica 7,098 | 7,002 | 7,104 | 7,237 | 7,364 | 7,208 | 6,973 | 6,829 | 7,020 | 6,579 | 6,632 | 6,627 | 6,063 | 6,201 | 6,071 | 8,199 | 8,280 | 8,277
Ind. Peréxidos (meq02/Kg) 7,068 7,270 6,941 6,613 6,112 8,252
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Tabla 3. Hoja de cdlculo para la K232

Arbequina Manzanilla C. Koroneiki Arbequina Ecol. Arroniz Arbosana
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Peso aceite (mg) | 47,000 | 49,000 | 45,000 | 46,000 | 48,000 | 48,000 | 45,000 | 45,000 | 49,000 | 47,000 | 50,000 | 46,000 | 47,000 | 46,000 | 48,000 | 49,000 | 44,000 | 52,000
Volumen matraz (ml) | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000
Absorbancia 1,013 | 1,055 | 0,979 | 0,849 | 0,869 | 0,883 | 0,870 | 0,871 | 0,968 | 0,901 | 0,944 | 0,884 | 0,870 | 0,836 | 0,866 | 0,847 | 0,773 | 0,901
Resultado replica 2,155 | 2,153 | 2,176 | 1,846 | 1,810 | 1,840 | 1,933 | 1,936 | 1,976 | 1,917 | 1,888 | 1,922 | 1,851 | 1,817 | 1,804 | 1,729 | 1,757 | 1,733
K 232 2,16 1,83 1,95 1,91 1,82 1,74
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Tabla 4. Hoja de cdlculo para la K270

Arbequina Manzanilla C. Koroneiki Arbequina Ecol. Arrdniz Arbosana
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Peso aceite 421,0 | 410,0 | 447,0 | 438,0 | 424,0 | 453,0 | 431,0 | 435,0 | 487,0 | 449,0 | 484,0 | 475,0 | 443,0 | 433,0 | 435,0 | 457,0 | 600,0 | 471,0
(mg) 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
Volumen 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00 | 25,00
matraz (ml) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Absorbancia | 0,196 | 0,175 | 0,203 | 0,197 | 0,183 | 0,195 | 0,245 | 0,246 | 0,268 | 0,225 | 0,230 | 0,232 | 0,202 | 0,184 | 0,191 | 0,208 | 0,252 | 0,225
Resultado
replica 0,116 | 0,107 | 0,114 | 0,112 | 0,108 | 0,108 | 0,142 | 0,141 | 0,138 | 0,125 | 0,119 | 0,122 | 0,114 | 0,106 | 0,110 | 0,114 | 0,105 | 0,119
K 270 0,112 0,109 0,140 0,122 0,110 0,113
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Tabla 5. Hoja de calculo para la AK

Arbequina Manzanilla C. Koroneiki Arbequina Ecol. Arroniz Arbosana
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Abs266 0,204 | 0,182 | 0,213 | 0,213 | 0,198 | 0,209 | 0,261 | 0,260 | 0,288 | 0,231 | 0,239 | 0,240 | 0,207 | 0,193 | 0,197 | 0,222 | 0,268 | 0,236
K266 0,121 0,111 0,119 0,122 | 0,117 | 0,115 | 0,151 | 0,149 | 0,148 | 0,129 | 0,123 | 0,126 | 0,117 | 0,111 | 0,113 | 0,121 | 0,112 | 0,125
Abs270 0,196 | 0,175 | 0,203 | 0,197 | 0,183 | 0,195 | 0,245 | 0,246 | 0,268 | 0,225 | 0,230 | 0,232 | 0,202 | 0,184 | 0,191 | 0,208 | 0,252 | 0,225
K270 0,116 | 0,107 | 0,114 | 0,112 | 0,108 | 0,108 | 0,142 | 0,141 | 0,138 | 0,125 | 0,119 | 0,122 | 0,114 | 0,106 | 0,110 | 0,114 | 0,105 | 0,119
Abs274 0,200 | 0,178 | 0,206 | 0,191 | 0,177 | 0,189 | 0,242 | 0,244 | 0,263 | 0,230 | 0,233 | 0,237 | 0,208 | 0,184 | 0,194 | 0,204 | 0,247 | 0,223
K274 0,119 | 0,109 | 0,115 | 0,209 | 0,104 | 0,104 | 0,140 | 0,140 | 0,135 | 0,128 | 0,120 | 0,125 | 0,117 | 0,106 | 0,111 | 0,112 | 0,103 | 0,118
Resultado replica | 0,004 | 0,003 | 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,002 | 0,004 | 0,003 | 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,002 | 0,002
AK 0,003 0,003 0,004 0,003 0,003 0,002
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Tabla 6. Hoja de calculo para la humedad y los compuestos volatiles

Arbequina

Manzanilla C. Koroneiki Arbequina Ecol. Arroniz Arbosana
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

Peso crisol 23,233 24,113 | 59,642 | 20,844 | 45,358 | 56,433 | 46,311 | 54,701 | 58,712 | 59,666 | 57,070 | 56,284 | 55,081 | 56,377 | 59,473 | 56,236 | 48,056 | 56,846

Peso crisol+

muestra hum 47,059 | 44,140 79,891 | 44,495 | 65,588 | 77,353 | 67,462 | 74,909 | 79,366 | 80,329 | 77,028 | 76,527 | 77,795 | 77,086 | 80,122 | 81,191 | 68,778 | 77,383

Peso crisol+

muestra seca 47,045 | 44,125 | 79,876 | 44,472 | 65,568 | 77,333 | 67,443 | 74,889 | 79,346 | 80,315 | 77,015 | 76,513 | 77,779 | 77,073 | 80,108 | 81,175 | 68,765 | 77,369
Resultado replica | 0,059 | 0,075 | 0,074 | 0,097 | 0,099 | 0,096 | 0,090 | 0,099 | 0,097 | 0,068 | 0,065 | 0,069 | 0,070 | 0,063 | 0,068 | 0,064 | 0,063 | 0,068
Humedad (%) 0,069 0,097 0,095 0,067 0,067 0,065
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Resultados cromatograficos de las ceras:

1. Arbequina convencional

] [
o | ‘
L M{)\JNLAMJIWL .I; |luu'-_ J[

e ‘\.ll;r...

20

‘ LY
A JJ \LJULJ Wy "i-.ﬂl

WS, |

?
I=

g

[

£ Tagg
.

-
—

40

Retention time [min] | Type | Area [pA*s] | Amt/Area ratio | Amount [ng/ul] | Group | Name
18,428 MM 1| 392,69037 1,00000 199,240000 C-32
24,949 BV 1,53699 1,00000 0,779826 2 C-40:1
25,127 VP | 125,70803 1,00000 63,780700 2 C-40:2
25,230 2 C-40:3
26,445 FM 3,11494 1,00000 1,580430 2 C-42:1
26,647 FM 42,84924 1,00000 21,740490 2 C-42:2
26,790 2 C-42:3
27,732 VvV 1,63741 1,00000 0,830774 2 C-44:1
27,900 VvV | 10,86743 1,00000 5,513830 2 C-44:2
28,106 MF | 11,40512 1,00000 5,786630 2 C-44:3
29,331 VV | 25,39655 1,00000 12,885490 2 C-46

Totals without ISTD(s): 222,51571 112,898170
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2. Manzanilla cacereia
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Retention time [min] | Type | Area [pA*s] | Amt/Area ratio | Amount [ng/ul] | Group | Name
18,435 MM | 390,27246 1,00000 198,760000 C-32
24,932 BV 1,10806 1,00000 0,564318 2 C-40:1
25,119 MF | 52,85343 1,00000 26,917470 2 | C-40:2
25,249 FM 5,06691 1,00000 2,580500 2 C-40:3
26,466 MF | 5,79920 1,00000 2,953440 2 |C42:1
26,632 MF | 35,37931 1,00000 18,018160 2 | C42:2
26,741 FM | 2,51538 1,00000 1,281040 2 | C42:3
27,732 A% 1,38190 1,00000 0,703780 2 |C44:1
27,905 A% 13,37425 1,00000 6,811310 2 C-44:2
28,106 MF | 12,95899 1,00000 6,599820 2 |C44:3
29,335 MF | 12,73194 1,00000 6,484190 2 C-46

Totals without ISTD(s): 143,16937 72,914028
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3. Koroneiki

Retention time [min] | Type | Area [pA*s] | Amt/Area ratio | Amount [ng/ul] | Group | Name
18,440 VP | 409,18097 1,00000 197,860000 C-32
24,923 BV 2,36684 1,00000 1,144490 2 C-40:1
25,129 VV | 68,81599 1,00000 33,276070 2 | C-40:2
25,262 VP 17,53514 1,00000 8,479140 2 C-40:3
26,471 A% 8,78659 1,00000 4,248770 2 |C42:1
26,641 VV | 57,81303 1,00000 27,955570 2 | C42:2
26,790 2 | C-42:3
27,746 A% 1,43755 1,00000 0,695127 2 |C44:1
27,913 A% 14,05558 1,00000 6,796600 2 C-44:2
28,115 VV | 26,10656 1,00000 12,623860 2 | C-44:3
29,344 VV | 25,28861 1,00000 12,228340 2 C-46

Totals without ISTD(s): 222,20589 107,447967
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4. Arbequina ecoldgica
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Retention time [min] | Type | Area [pA*s] | Amt/Area ratio | Amount [ng/ul] | Group | Name
18,429 MM | 380,38330 1,00000 198,260000 C-32
24,924 PV 1,31515 1,00000 0,685469 2 C-40:1
25,133 VP | 113,06666 1,00000 58,931600 2 |C-40:2
25,230 2 C-40:3
26,457 A% 3,33116 1,00000 1,736240 2 |C421
26,647 VV | 40,28068 1,00000 20,994740 2 |C-42:2
26,790 2 |C-42:3
27,739 Vv 1,73141 1,00000 0,902430 2 |C-44:1
27,904 VvV 9,82436 1,00000 5,120560 2 C-44:2
28,110 VV | 11,44283 1,00000 5,964130 2 |C-44:3
29,334 VV | 23,78904 1,00000 12,399110 2 C-46

Totals without ISTD(s): 204,78129 106,734279
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5. Arréniz

Retention time [min] | Type | Area [pA*s] | Amt/Area ratio | Amount [ng/ul] | Group | Name
19,848 VV +l | 427,12881 1,00000 198,730000 C-32
26,441 BV 2,52470 1,00000 1,174670 2 C-40:1
26,673 VV | 53,00409 1,00000 24,661180 2 | C-40:2
26,803 2 C-40:3
28,021 A% 4,35948 1,00000 2,028330 2 |C42:1
28,187 VV | 32,09958 1,00000 14,934960 2 | C-42:2
28,360 2 |C-42:3
29,449 VV | 11,73078 1,00000 5,457970 2 |C44:1
29,698 A% 9,90922 1,00000 4,610460 2 C-44:2
29,837 2 |C-44:3
30,904 MF | 17,09733 1,00000 7,954860 2 C-46

Totals without ISTD(s): 130,72518 60,822430

FID1 A, (CERAS\C-6520F.D)

pA |
20 —:
80 ~_
70

B0 —:

50

40—
|.
|

304

20

—43.848 - C-32

)N P B N U A

20

miny

138



up

Anexos

6. Arbosana
Retention time [min] | Type | Area [pA*s] | Amt/Area ratio | Amount [ng/ul] | Group | Name
19,851 VV+l | 431,77795 1,00000 197,670000 C-32
26,463 BV 2,08001 1,00000 0,952238 2 C-40:1
26,685 VV | 50,01006 1,00000 22,894840 2 |C-40:2
26,808 2 C-40:3
28,002 A% 2,84394 1,00000 1,301970 2 |C421
28,230 VvV 24,51096 1,00000 11,221230 2 C-42:2
28,365 2 |C-42:3
29,450 Vv 9,35109 1,00000 4,280970 2 |C-44:1
29,732 VvV 11,46844 1,00000 5,250310 2 C-44:2
29,842 2 |C-44:3
30,903 VV | 17,21466 1,00000 7,880950 2 C-46
Totals without ISTD(s): 117,47916 53,782508
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Resultados cromatograficos de las acidos grasos:

1. Arbequina convencional

Retention time | Type Area Amt/Area| Norm % |Group Name
4,457 MM 153,2054 1 0,0145 Miristico
5,564 FM 157202 1 14,878769 Palmitico
5,946 MM 14205,8 1 1,344537 Palmitoleico
6,366 MF 1351,29773 1 0,127897 Margarico
6,844 MF | 2674,59131 1 0,253143 Margaroleico
7,472 MF 21967,4 1 2,079161 Estearico
7,88 1 Elaidico
8,186 MM 739791 1 70,019327 1 Oleico
8,769 BP 146,77975 1 0,013892 2 C18:2TC
8,928 MM | 146,32558 1 0,013849 2 C18:2 CT
9,095 MM 104413 1 9,882395 2 Linoleico

10 3 C18:3TCC
10,15 3 C18:3 CCT
10,3 3 C18:3TCT

10,517 MF | 5548,44482 1 0,525146 3 Linolénico
10,733 MF | 4152,05176 1 0,392981 Araquico
11,667 FM | 2998,50732 1 0,283801 Gadoleico
16,41 FM | 1245,49573 1 0,117883 Behenico
18,95 Erdcico
26,242 FM 556,9953 1 0,052718 Lignocérico

Retention time | Type Area Amt/Area| Norm % |Group Name
4,462 MM | 195,97569 1 0,018548 Miristico
5,567 FM |157839,82087 1 14,938654 Palmitico
5,948 MM | 14731,87116 1 1,394289 Palmitoleico
6,364 MF | 1589,98326 1 0,150483 Margarico
6,848 MF | 2394,51058 1 0,226627 Margaroleico
7,477 MF | 23016,56692 1 2,178389 Estearico
7,88 1 Elaidico
8,189 MM | 741561,03652 1 70,184594 1 Oleico
8,773 BP 229,95551 1 0,021764 2 C18:2TC
8,931 MM | 134,44008 1 0,012724 2 C18:2CT
9,099 MM |101995,19188 1 9,653273 2 Linoleico

10 3 C18:3TCC
10,15 3 C18:3 CCT
10,3 3 C18:3TCT

10,522 MF | 5583,79619 0,528475 3 Linolénico
10,731 MF | 3342,46954 0,316346 Araquico
11,667 FM | 2613,34024 0,247338 Gadoleico
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16,416 FM 905,93851 1 0,085742 Behenico
18,95 0,00000 0 Erucico
26,248 FM 451,73305 1 0,042754 Lignocérico
Retention time | Type Area Amt/Area| Norm % |Group Name
4,456 MM | 151,5541145 1 0,014345 Miristico
5,561 FM | 152254,285 1 14,411273 Palmitico
5,946 MM | 14745,33317 1 1,395685 Palmitoleico
6,369 MF | 1401,270716 1 0,132634 Margarico
6,848 MF | 2380,778323 1 0,225347 Margaroleico
7,477 MF | 21623,23817 1 2,046697 Esteadrico
7,88 0 0 1 Elaidico
8,188 MM | 743301,6394 1 70,355477 1 Oleico
8,772 BP | 184,4533486 1 0,017459 2 C18:2TC
8,932 MM | 196,1064812 1 0,018562 2 C18:2CT
9,101 MM | 104460,7838 1 9,887491 2 Linoleico
10 0 0 3 C18:3TCC
10,15 0 0 3 C18:3 CCT
10,3 0 0 3 C18:3TCT
10,518 MF | 5781,527986 1 0,547237 3 Linolénico
10,733 MF | 4380,574218 1 0,414633 Araquico
11,671 FM | 3438,223518 1 0,325437 Gadoleico
16,42 FM | 1623,282439 1 0,153648 Behenico
18,95 0 0 Erdcico
26,25 FM | 571,2993198 1 0,054075 Lignocérico
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FID1 A, (AGRASOS\AG-6546.D)
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2. Manzanilla cacereiia:

Retention time | Type Area Amt/Area| Norm % |Group Name
4,530 Miristico
5,574 MF 103092 1 13,352613 Palmitico
5,964 MM | 10796,2 1 1,398328 Palmitoleico
6,385 BP | 373,17999 1 0,048335 Margarico
6,860 BV 912,7652 1 0,118222 Margaroleico
7,479 MF 13496,5 1 1,748081 Estearico
7,855 MF | 269,69989 1 0,034932 1 Elaidico
8,173 FM 591459 1 76,606302 1 Oleico
8,774 MF | 212,88571 1 0,027573 2 C18:2TC
8,860 2 C18:2CT
9,074 FM 39846,5 1 5,160961 2 Linoleico
10,000 3 C18:3TCC
10,150 3 C18:3 CCT
10,300 3 C18:3TCT
10,527 MF |5134,42725 1 0,665016 3 Linolénico
10,746 MF |2651,18481 1 0,343384 Araquico
11,675 MF |2616,52417 1 0,338895 Gadoleico
16,420 BB | 794,85559 1 0,102950 Behenico
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18,950 Erdcico
26,215 FM | 420,07611 1 0,054409 Lignocérico
Retention time | Type Area Amt/Area| Norm % |Group Name
4,530 Miristico
5,579 MF | 105391,312 1 13,649542 Palmitico
5,966 MM | 10150,0798 1 1,314567 Palmitoleico
6,389 BP |484,862629 1 0,062796 Margarico
6,862 BV |1048,41236 1 0,135783 Margaroleico
7,478 MF |13934,1795 1 1,804657 Estedrico
7,855 MF |276,443352 1 0,035803 1 Elaidico
8,175 FM |589342,828 1 76,327541 1 Oleico
8,779 MF | 182,568585 1 0,023645 2 C18:2TC
8,860 2 C18:2CT
9,080 FM |39568,8087 1 5,124674 2 Linoleico
10,000 3 C18:3TCC
10,150 3 C18:3 CCT
10,300 3 C18:3TCT
10,530 MF |5276,95404 1 0,683434 3 Linolénico
10,747 MF |2739,91088 1 0,354854 Araquico
11,679 MF |2623,04227 1 0,339718 Gadoleico
16,422 BB |747,284219 1 0,096783 Behenico
18,950 0 Erdcico
26,218 FM |356,744188 1 0,046203 Lignocérico
Retention time | Type Area Amt/Area| Norm % |Group Name
4,526 Miristico
5,569 MF |103624,181 1 13,423468 Palmitico
5,965 MM | 10594,132 1 1,372363 Palmitoleico
6,386 BP |441,910111 1 0,057245 Margarico
6,860 BV [984,877873 1 0,127581 Margaroleico
7,482 MF | 13604,6711 1 1,762348 Estedrico
7,857 MF |280,901827 1 0,036388 1 Elaidico
8,172 FM |590213,731 1 76,456239 1 Oleico
8,774 MF | 159,595591 1 0,020674 2 C18:2TC
8,860 0 2 C18:2 CT
9,078 FM |39637,4109 1 5,134627 2 Linoleico
10,000 0 3 C18:3TCC
10,150 0 3 C18:3 CCT
10,300 0 3 C18:3TCT
10,529 MF |6134,34071 0,794642 3 Linolénico
10,749 MF | 2735,50425 0,354357 Araquico
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11,676 MF | 2505,66005 0,324583 Gadoleico
16,423 BB |744,496373 0,096442 Behenico
18,950 0 Erdcico
26,217 FM | 301,39744 1 0,039043 Lignocérico
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3. Koroneiki
Retention time | Type | Area Amt/Area | Norm % Group | Name
4,464 | MM 148,24182| 1,00000| 0,020998 Miristico
5,562 | MF 89491,10000| 1,00000|12,675963 Palmitico
5,954 | MM 6949,28564 | 1,00000| 0,984332 Palmitoleico
6,376 | MF 602,46667 | 1,00000| 0,085336 Margdrico
6,849 | FM 1192,24182| 1,00000| 0,168875 Margaroleico
7,468 | MF 16599,30000| 1,00000( 2,351206 Estedrico
7,880 1| Elaidico
8,154 | MM |522420,00000| 1,00000 |73,998135 1| Oleico
8,759 | MF 235,69128 | 1,00000| 0,033384 2|C18:2TC
8,902 | FM 164,01659| 1,00000| 0,023232 2|C18:2CT
9,073 | FM 56596,90000| 1,00000| 8,016664 2 | Linoleico
10,000 3|C18:3TCC
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10,150 3|C18:3CCT
10,300 3|C18:3TCT
10,521 | BV 4883,68311| 1,00000| 0,691749 3| Linolénico
10,738 | MF 3067,19312| 1,00000| 0,434453 Araquico
11,668 | MF 2168,98706| 1,00000| 0,307226 Gadoleico
16,428 | FM 1046,96033| 1,00000| 0,148297 Behenico
18,950 Erdcico
26,254 | FM 424,65744| 1,00000| 0,060151 Lignocérico
Retention time | Type | Area Amt/Area | Norm % Group | Name
4,462 | MM 166,06836| 1,00000| 0,023523 Miristico
5,561 | MF 88002,44540| 1,00000 |12,465237 Palmitico
5,949 | MM 6521,60203 | 1,00000| 0,923762 Palmitoleico
6,371 | MF 736,85556| 1,00000| 0,104373 Margarico
6,850 | FM 1232,45558 | 1,00000| 0,174573 Margaroleico
7,469 | MF 17391,72004 | 1,00000| 2,463476 Estedrico
7,880 1| Elaidico
8,156 | MM | 525485,60859 | 1,00000 |74,433189 1| Oleico
8,762 | MF 244,77134| 1,00000| 0,034671 2|C18:27TC
8,906 | FM 200,66859| 1,00000| 0,028424 2|C18:2CT
9,077 | FM 55310,83274| 1,00000| 7,834585 2 | Linoleico
10,000 3|C18:3TCC
10,150 3|C18:3CCT
10,300 3|C18:3TCT
10,522 | BV 4401,57059| 1,00000| 0,623467 3| Linolénico
10,741 | MF 3147,15188| 1,00000| 0,445783 Araquico
11,667 | MF 1805,48781| 1,00000| 0,255741 Gadoleico
16,429 | FM 942,21894| 1,00000| 0,133462 Behenico
18,950 0,00000 Erdcico
26,256 | FM 393,47253| 1,00000| 0,055734 Lignocérico
Retention time | Type | Area Amt/Area | Norm % Group | Name
4,463 | MM 165,64084 | 1,00000| 0,023462 Miristico
5,565 | MF 85669,98212| 1,00000 |12,134623 Palmitico
5,960 | MM 7429,67145| 1,00000| 1,052367 Palmitoleico
6,378 | MF 518,58954 | 1,00000| 0,073455 Margdrico
6,855 | FM 950,82162| 1,00000| 0,134678 Margaroleico
7,469 | MF 16136,83604 | 1,00000| 2,285683 Estearico
7,880 1| Elaidico
8,154 | MM | 525505,66788 | 1,00000 |74,434627 1 | Oleico
8,762 | MF 228,27682 | 1,00000| 0,032334 2|C18:2TC
8,904 | FM 181,74461| 1,00000| 0,025743 2|C18:2CT
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9,077 | FM 57241,42678| 1,00000| 8,107894 2 | Linoleico
10,000 3|C18:3TCC
10,150 3|C18:3 CCT
10,300 3|C18:3TCT
10,523 | BV 5037,02901| 1,00000| 0,713464 3 | Linolénico
10,735 | MF 3151,19304| 1,00000| 0,446347 Araquico
11,669 | MF 2451,48722 | 1,00000| 0,347238 Gadoleico
16,431 |FM 950,43332| 1,00000| 0,134623 Behenico
18,950 0,00000 Erucico
26,253 | FM 377,43971| 1,00000| 0,053462 Lignocérico
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4. Arbequina ecoldgica
Retention time | Type | Area Amt/Area | Norm % Group | Name
4,53 Miristico
5,563 | MF 93250,7 1|14,554864 Palmitico
5,953 | FM 7638,17285 1 1,19219 Palmitoleico
6,375 | FM 773,38019 1| 0,120712 Margarico
6,851 | MF 1519,13611 1| 0,237112 Margaroleico
7,468 | MF 13451 1| 2,099482 Estearico
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7,88 1| Elaidico
8,147 | MF 456087 1|71,187566 1| Oleico
8,72 2|C18:27TC
8,86 2|C18:2CT
9,079 | MF 59636,2 1| 9,308201 2 | Linoleico
10 3|C18:3TCC
10,15 3|C18:3 CCT
10,3 3|C18:3TCT
10,526 | FM 3102,63477 1| 0,484269 3 | Linolénico
10,747 | MF 2422,75488 1| 0,378151 Araquico
11,676 | MM | 1840,81458 1 0,28732 Gadoleico
16,445 | FM 659,05518 1| 0,102867 Behenico
18,95 Erdcico
26,231 | MF 302,81931 1| 0,047265 Lignocérico
Retention time | Type | Area Amt/Area | Norm % Group | Name
4,53 Miristico
5,565 | MF | 94722,34257 1|14,618934 Palmitico
5,952 |FM |7462,051925 1| 1,164858 Palmitoleico
6,371 |FM | 864,6145267 1 0,13497 Margarico
6,854 | MF |1654,970984 1| 0,258348 Margaroleico
7,47 | MF |12714,59318 1| 1,984802 Estedrico
7,88 1| Elaidico
8,15 | MF |455116,9887 1|71,045695 1| Oleico
8,72 0 2|C18:2TC
8,86 0 2|C18:2CT
9,076 | MF | 59727,54845 1| 9,323724 2 | Linoleico
10 3|C18:3TCC
10,15 3|C18:3 CCT
10,3 3|C18:3TCT
10,528 |FM |3230,821764 1| 0,504345 3| Linolénico
10,751 | MF |2328,501665 1| 0,363489 Araquico
11,673 | MM | 1810,187773 1| 0,282578 Gadoleico
16,447 | FM 726,450445 1| 0,113402 Behenico
18,95 0 Erdcico
26,234 | MF |238,4880656 1| 0,037229 Lignocérico
Retention time | Type | Area Amt/Area | Norm % Group | Name
4,53 Miristico
5,558 | MF |91530,35007 1|14,484071 Palmitico
5,951 |FM |7327,695438 1| 1,143789 Palmitoleico
6,371 | FM 670,095299 1| 0,104596 Margarico
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6,85 | MF |1630,764257 1| 0,254548 Margaroleico
7,467 | MF | 13539,92783 1| 2,113464 Estedrico
7,88 0 1| Elaidico
8,149 | MF |456169,6171 1|71,204077 1| Oleico
8,72 0 2(C18:2TC
8,86 0 2(C18:2CT
9,082 | MF |61460,71082 1| 9,593478 2 | Linoleico
10 0 3|C18:3TCC
10,15 0 3(C18:3 CCT
10,3 0 3|C18:3TCT
10,529 |FM |3033,411919 1| 0,473489 3 | Linolénico
10,745 | MF |2619,314345 1| 0,408852 Araquico
11,674 | MM | 1893,918053 1| 0,295624 Gadoleico
16,443 |FM |552,3436489 1| 0,086216 Behenico
18,95 0 Erdcico
26,235 | MF |222,8312239 1| 0,034782 Lignocérico
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5. Arroniz
‘ Retention time ‘ Type ‘ Area ‘ Amt/Area ‘ Norm % | Group ‘ Name
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4,461 | MM 158,35201 1| 0,015146 Miristico
5,575 | MF 128351 1|12,276154 Palmitico
5,964 | MM | 9409,58594 1| 0,899981 Palmitoleico
6,388 | MF 1361,2948 1| 0,130201 Margarico
6,866 | FM 2538,66284 1| 0,242811 Margaroleico
7,5 FM 25195,4 1| 2,409817 Estedrico
7,88 1| Elaidico
8,222 | MF 756923 1]72,395936 1| Oleico
8,72 2|C18:2TC
8,803 | MF 151,45753 1| 0,014486 2|C18:2CT
9,132 | FM 107794 1|10,309933 2 | Linoleico
10 3|C18:3TCC
10,15 3|C18:3CCT
10,3 3|C18:3TCT
10,557 | BV 6051,80273 1| 0,578825 3| Linolénico
10,78 | MF 3631,43726 1| 0,347329 Araquico
11,713 | MF 2597,03662 1| 0,248394 Gadoleico
16,491 | FM 932,00159 1| 0,089141 Behenico
18,95 Erdcico
26,349 | FM 437,51468 1| 0,041846 Lignocérico
Retention time | Type | Area Amt/Area Norm % Group | Name
4,464 | MM |191,7943649 1| 0,018346 Miristico
5,574 | MF |129184,9731 1]12,357128 Palmitico
5,968 | MM | 8209,856791 1| 0,78531 Palmitoleico
6,387 | MF |1906,715744 1| 0,182386 Margdérico
6,868 | FM | 2808,377162 1| 0,268634 Margaroleico
7,501 |FM | 25303,70467 1| 2,420414 Estedrico
7,88 1 | Elaidico
8,224 | MF | 757415,6533 1]72,450239 1 | Oleico
8,72 0 2|C18:2TC
8,81 | MF |[172,2030295 1| 0,016472 2|C18:2CT
9,134 |FM |106690,7851 1]10,205457 2 | Linoleico
10 3|C18:3TCC
10,15 3|C18:3CCT
10,3 3|C18:3TCT
10,558 | BV [ 5904,487689 1| 0,564791 3| Linolénico
10,783 | MF |3667,625535 1| 0,350825 Araquico
11,716 | MF | 2721,481122 1| 0,260322 Gadoleico
16,495 |FM |872,5253182 1| 0,083461 Behenico
18,95 0 Erdcico
26,354 |FM | 378,6020345 1| 0,036215 Lignocérico
1045428,785
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Retention time | Type | Area Amt/Area Norm % Group | Name
4,462 | MM |169,3919979 1| 0,016204 Miristico
5,581 | MF |128154,5906 1|12,259239 Palmitico
5,967 | MM | 8878,214705 1| 0,849288 Palmitoleico
6,39 | MF |1570,315252 1| 0,150216 Margarico
6,867 | FM |2407,636917 1| 0,230314 Margaroleico
7,503 |FM | 25032,43458 1| 2,394597 Estearico
7,88 0 1| Elaidico
8,224 | MF | 756821,1696 1]72,397341 1 | Oleico
8,72 0 2|C18:2TC
8,806 | MF |181,6123907 1| 0,017373 2|C18:2CT
9,135 |FM |107316,9496 1]10,265915 2 | Linoleico

10 0 3|C18:3TCC
10,15 0 3|C18:3CCT
10,3 0 3|C18:3TCT

10,556 |BV | 6225,615885 1| 0,595541 3| Linolénico
10,78 | MF | 3997,448347 1| 0,382395 Araquico
11,715 | MF |2909,781117 1| 0,278349 Gadoleico
16,497 |FM |991,3362472 1| 0,094831 Behenico
18,95 0 Erdcico
26,352 |FM | 715,0027449 1| 0,068397 Lignocérico
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6. Arbosana
Retention time | Type Area Amt/Area| Norm % |Group Name
4,53 Miristico
5,58 FM 82275,5 1 13,125692 Palmitico
5,972 MM | 7146,79297 1 1,140153 Palmitoleico
6,393 FM | 858,88678 1 0,137021 Margdrico
6,869 FM | 1737,52393 1 0,277193 Margaroleico
7,485 FM 14111,7 1 2,251293 Estearico
7,88 1 Elaidico
8,168 FM 468475 1 74,737421 1 Oleico
8,72 2 C18:2TC
8,927 FM 193,9984 0,030949 2 C18:2CT
9,087 MF 42224,2 6,73618 2 Linoleico
10 3 C18:3TCC
10,15 3 C18:3 CCT
10,3 3 C18:3 TCT
10,544 FM | 3965,53809 1 0,632636 3 Linolénico
10,76 MF | 2634,99316 1 0,42037 Araquico
11,694 FM | 1860,57788 1 0,296824 Gadoleico
16,442 FM | 974,33514 1 0,155439 Behenico
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18,95 Erdcico
26,284 FM | 368,74963 1 0,058828 Lignocérico
Retention time | Type Area Amt/Area| Norm % |Group Name
4,53 Miristico
5,584 FM | 82442,6532 1 13,152192 Palmitico
5,973 MM | 7352,10742 1 1,172892 Palmitoleico
6,396 FM |931,5470102 1 0,148611 Margdrico
6,866 FM |1647,374734 1 0,262808 Margaroleico
7,483 FM |14337,38424 1 2,287263 Estearico
7,88 1 Elaidico
8,175 FM |468821,3188 1 74,791722 1 Oleico
8,72 0 2 C18:2TC
8,926 FM |302,8181259 1 0,048309 2 C18:2CT
9,092 MF |41937,33611 1 6,690322 2 Linoleico
10 3 C18:3TCC
10,15 3 C18:3 CCT
10,3 3 C18:3TCT
10,547 FM [4017,177774 1 0,640866 3 Linolénico
10,762 MF |2619,221021 1 0,417848 Araquico
11,699 FM |1415,338911 1 0,225791 Gadoleico
16,445 FM |699,7493849 1 0,111632 Behenico
18,95 0 Erdcico
26,289 FM |311,8132202 1 0,049744 Lignocérico
Retention time | Type Area Amt/Area| Norm % |Group Name
4,53 Miristico
5,585 FM |82842,67174 1 13,216398 Palmitico
5,976 MM | 7064,851746 1 1,127099 Palmitoleico
6,395 FM | 872,6049275 1 0,139212 Margarico
6,871 FM |1847,424955 1 0,294731 Margaroleico
7,485 FM |14371,50454 1 2,292774 Estearico
7,88 0 1 Elaidico
8,167 FM | 468341,435 1 74,717373 1 Oleico
8,72 0 2 C18:2TC
8,929 FM |223,9492921 1 0,035728 2 C18:2CT
9,093 MF |42327,75133 1 6,752805 2 Linoleico
10 0 3 C18:3TCC
10,15 0 3 C18:3 CCT
10,3 0 3 C18:3TCT
10,546 FM |3896,835524 1 0,621686 3 Linolénico
10,762 MF | 2491,79316 1 0,397531 Araquico
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11,694 FM |1421,678095 1 0,226809 Gadoleico
16,445 FM |792,3409697 1 0,126407 Behenico
18,95 0 Erdcico
26,287 FM [322,4787066 1 0,051447 Lignocérico
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