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Decision del momento de recoleccion, segun la composicion de acidos grasos de la

aceituna intacta, mediante espectroscopia NIR.

En este trabajo se ha estudiado la posibilidad de establecer un marcador bioquimico de
recoleccion de la aceituna de almazara basado en la proporcion de acidos grasos en el
aceite de los frutos, susceptible de ser medido por espectroscopia de infrarrojo cercano.
El principal objetivo de este marcador bioquimico es optimizar la seleccion del momento
de recoleccion para que el fruto pueda proporcionar aceite de oliva de la mejor calidad
posible, evitando al mismo tiempo la recoleccion de aceituna demasiado temprana. Esta
técnica permitiria determinar en muestras de aceituna intacta de forma réapida este
marcador de recoleccién, calculado en funcion de la composicion de acidos grasos de las
aceitunas. Los resultados de este estudio indican que es viable la medida de la
composicion de &cidos grasos en aceituna intacta mediante NIR. Asi mismo, se ha
estudiado la evolucion de dicha composicién a lo largo del periodo de desarrollo de la
aceituna hasta su envero (indice de madurez 3). Los resultados de este estudio apoyan la
idea de que podria llegar a establecerse un marcador de recoleccién basado en la
proporcion de determinados &cidos grasos en la aceituna para estadios de madurez
correspondientes a valores del indice inferiores a tres, aungque se necesita mas

investigacion para poder establecer conclusiones con suficiente base cientifica.
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1.1 La recoleccién de la aceituna.

El desarrollo de nuevas técnicas de cultivo o de sistemas de plantacién es continuo en el
olivar y, aunque en la recoleccion de aceituna se han realizado notables progresos en el
disefio y desarrollo de maquinas, todavia se siguen buscando nuevos sistemas y nuevas
soluciones.

Hace poco mas de una década, 80 arboles de dos o tres pies cada uno por hectarea se
consideraba una densidad normal de plantaciéon. Eran las denominadas plantaciones
tradicionales de olivar. Esta densidad se aumentd a 200-300 arboles de un solo pie en la
misma superficie. Son las denominadas plantaciones intensivas que, si se tiene en
cuenta el numero total de pies, mantiene la misma densidad de olivos por hectéarea de las
plantaciones tradicionales, pero mas racionalmente distribuidos, evitando la
competencia por suelo, luz y agua. En la actualidad, se llegan a superar densidades de
plantacion de mas de 1500 olivos/hectarea. Son las denominadas plantaciones
superintensivas, también conocidas como plantaciones en seto (Porras-Soriano et al.,
2008).

Segun datos de AEMO 2009, en Espafia el porcentaje de hectareas segun el sistema de
intensificacion se encuentra repartido:

SISTEMA DE PRODUCCION  HECTAREAS

Olivar tradicional no 575.000
mecanizado
Olivar tradicional mecanizado  1.280.000

Olivar intensivo 550.000
Olivar superintensivo 45.000
Total Espafia 2.450.000

Tabla 1. NUmero de hectareas segun produccion.

Espafia se sitta en el primer lugar mundial en superficie y produccion de aceite de oliva.
La produccion espafiola representa aproximadamente el 60% de la produccién de la UE
y mas del 45% de la mundial (Magrama 2012).

En los afios cincuenta las técnicas tradicionales de cosecha eran el ordefio y vareo. El
ordefio consiste en coger a mano las aceitunas del arbol y el vareo en tirar las aceitunas
al suelo con ayuda de una vara larga golpeando las ramas. Una vez realizado el vareo, se
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procedia a la recogida de las aceituna en el suelo y depositarlas dentro de espuertas.
Cuando se acumulaba la aceituna recogida se transportaba al cargadero donde se
encontraba la criba y se realizaba esta con ayuda de dos personas. Finalmente se
almacenaba en sacos que posteriormente serian cargados sobre los mulos que los
llevarian hasta la almazara para su molienda con molinos de piedra.

En la actualidad han cambiado mucho los métodos de recoleccion de la aceituna. Hasta
1965 no se veia la posibilidad de que se pudiera disefiar maquinaria con garantia de
aportar alguna solucién al problema de la recoleccion (Ministerio de Agricultura, 1969).
En 1965, la Seccidon de Mecanizacién de la Direccion General de Agricultura, presentd
un informe de la actuacion sobre olivos de maquinas vibradoras disefiadas y destinadas,
en principio, para la recoleccion de otros frutales. Del modo de funcionar estas
maquinas se vislumbraba una pequefia esperanza de introducir con éxito la
mecanizacion en alguno de los procesos de recoleccion de la aceituna (Ministerio de
Agricultura, 1969). En, el Ministerio convocé un concurso de demostracion practica de
maquinaria de recoleccion de aceituna en ese mismo afio, sucediéndose otros analogos
en afios posteriores.

Existe maquinaria que permite acelerar la cosecha, requiriendo mucho menos esfuerzo
humano. Sin proposito de una descripcion exhaustiva, pueden destacarse entre ellas las
maquinas sopladoras, que sirven para limpiar y dirigir la aceituna ya derribada del arbol.
La barredora, pequefio vehiculo que absorbe y separa la aceituna de piedras y ramas.
El peine, que esta basado en el vareo tradicional, pero usando una vara mecanica que
golpea las aceitunas y caen al suelo. También se utiliza el vibrador, que es un brazo que
se acopla a las ramas de los olivos y las hace vibrar hasta que caen todas las aceitunas.
También se utiliza otra vibradora que es parecida a la anterior pero, en vez de ser
utilizada por una persona, va acoplada con el tractor y su funcionamiento es muy
similar: en lugar de hacer vibrar las pequefias ramas de los olivos hace vibrar todo el
tronco.

También ultimamente se estan utilizando unas maquinas denominadas “buggies", que
realizan la misma labor que el vibrador acoplado al tractor pero con mayor
maniobrabilidad.

1.2. Variedades de olivo adaptadas a la recoleccién mecanizada.

El olivar tradicional se ha caracterizado por una gran diversidad de variedades
seleccionadas localmente y propagadas por los propios agricultores que han
permanecido confinadas durante siglos en torno a la zona donde fueron seleccionadas

El olivar intensivo, desarrollado a partir de 1970, ha utilizado muchas menos
variedades. Tres variedades, ‘Picual’, ‘Hojiblanca’ y ‘Arbequina’ han copado mas del

2



90% de las nuevas plantaciones para aceite. ‘Picual’ por su elevada rusticidad,
productividad, alto contenido graso y facilidad de cultivo ha sido la base de numerosas
plantaciones no solo en su zona de difusion sino en otras de nueva expansion.
‘Hojiblanca’ ha seguido implantandose en las nuevas plantaciones de su zona
tradicional debido a la doble aptitud de sus frutos (aceite y mesa) y, sobre todo, a su
gran adaptacion a los terrenos calizos propios de su &rea de cultivo. ElI empleo de
‘Arbequina’ se ha debido a su precocidad de entrada en produccion, elevada
productividad y a un mayor precio inicial de su aceite en el mercado. Su plantacion en
numerosos olivares intensivos de Andalucia supuso la mayor difusién de una variedad
en una zona alejada de su lugar de origen. Finalmente el progreso de la verticilosis en
numerosos olivares, sobre todo en riego, ha conducido a la plantacion de ‘Frantoio’, una
variedad de la Toscana (Italia) resistente a esta enfermedad, buena productora de un
aceite de calidad cuyo mayor limitacion radica en su tardia entrada en produccién. En
aceituna de mesa las bien conocidas variedades tradicionales ‘Manzanilla de Sevilla’,
‘Gordal Sevillana’, Manzanilla Cacerefia’ y ‘Hojiblanca’ siguen siendo las mas
plantadas. Recientemente el sector ha iniciado ensayos comparativos con variedades
procedentes de otros paises al objeto de diversificar la produccion de aceituna de mesa.

El olivar en seto estrecho o superintensivo se desarrollé a partir de 1994 (Rallo y
Barranco, 2015). La diversidad varietal utilizada es muy restringida hasta la fecha, ya
que muy pocas variedades tradicionales se han adaptado a este nuevo sistema que
necesita variedades de precoz entrada en produccion, vigor reducido y porte compacto
que permitan su cultivo sin necesidad de recurrir a podas muy drasticas. ‘Arbequina’ ha
sido la variedad que mejor se ha adaptado a este nuevo sistema y ha supuesto mas del
95% de la superficie plantada.

En 1990 se inici6 el primer programa de mejora genética para obtener nuevas
variedades de olivo para aceite por cruzamiento en Espafia. Se trata de un programa
conjunto de la Universidad de Cérdoba y el IFAPA, que busca conseguir variedades con
las caracteristicas antes sefialadas. Era preciso ademas acortar la fase juvenil, que es el
plazo que media entre la germinacion de las plantas de semilla procedentes de los
cruzamientos y la floracién. La fase juvenil representa un excesivo tiempo de espera
entre la realizacién de los cruzamientos y la evaluacion de caracteristicas criticas de sus
descendencias. En programas italianos previos se ha prolongado hasta 10-15 afios. En
este caso un protocolo de germinacién y forzado de crecimiento ha acortado este
periodo a 29 meses. Ello ha permitido ampliar los programas de mejora en nuestro pais
(Rallo y Barranco, 2015).



1.3. Caracteristicas de los aceites de las principales variedades

En cuanto a las caracteristicas varietales de los aceites, los &cidos grasos poseen un
componente varietal mas elevado mientras que otros parametros tales como los
antioxidantes, la estabilidad y las caracteristicas sensoriales se ven influenciados de
forma maés importante por las condiciones agroclimaticas. Ademas, habria que tener en
cuenta que las caracteristicas del aceite se pueden ver influenciadas por la zona de
cultivo (Uceda et al., 2004).

La estabilidad oxidativa, parametro que mide la resistencia a la oxidacion de los aceites
(OSlI, QOil Stability Index), depende en gran medida de la composicion en acidos grasos
y del contenido en compuestos fendlicos del aceite (Aparicio et al., 1999; Gutiérrez et
al., 1999 Uceda et al., 2004). Por tanto y al igual que estos compuestos, esta
influenciada por la variedad. Se han establecido cinco categorias para la estabilidad
oxidativa (Uceda et al., 2004), considerandose la variedad ‘Picual” la de mayor
estabilidad oxidativa dentro del rango de OSI>105h, la "Hojiblanca” con una estabilidad
media en el rango de 45h<0SI<65h y la variedad “Arbequina” se encuentra en el menor
rango con una OSI<45h.

El aceite de la variedad ‘Arbequina’ se caracteriza por su fluidez y su extraordinaria
fragancia. En cuanto a su composicion acidica, presenta un contenido medio-bajo en
acido oleico y un alto nivel de &cidos grasos poliinsaturados que le confieren su fluidez
caracteristica. Tiene un contenido medio en vitamina E y bajo en polifenoles totales, lo
que le proporciona suavidad y dulzor a sus aceites. La estabilidad al enranciamiento de
los aceites de la variedad ‘Arbequina’ puede considerarse media-baja.

El aceite de la variedad ‘Hojiblanca’ es un aceite suave en boca y con aroma y sabor a
almendra hecha. Su composicion en acidos grasos muestra un buen contenido en acido
oleico y medio en &cido linoleico y palmitico. Tiene un alto contenido en vitamina E (a-
tocoferol) y bajo en polifenoles totales, lo que le proporciona suavidad y dulzor a sus
aceites. La estabilidad al enranciamiento de los aceites de la variedad ‘Hojiblanca’
puede considerarse media.

El aceite de la variedad ‘Picual’ presenta atributos especificos como la higuera y la
madera fresca que le proporcionan una gran personalidad. Su composicién se
caracteriza por un alto contenido en acido oleico, monoinsaturado de alto interés
nutricional, bajo contenido en &cido linoleico y contenido medio en palmitico. Este
aceite de oliva normalmente presenta solo otro acido graso monoinsaturado, el acido
gondoico, que participa en proporcion minoritaria.



Su contenido en Vitamina E es medio. Presenta un contenido medio-alto en polifenoles
totales, proporcionandole unos caracteres sensoriales de gran personalidad, con
atributos amargo y picante muy marcados. Su excelente composicion acidica, unida a su
contenido en antioxidantes naturales, polifenoles y tocoferoles esencialmente, hacen que
el aceite de la variedad ‘Picual’ tenga la més alta estabilidad al enranciamiento.

1.4. Decision fecha de recoleccion del fruto segun el indice de madurez

En la recoleccion de aceituna es preciso establecer de forma racional el periodo 6ptimo
para llevar a cabo la recoleccion. Para ello se hace necesario, en primer lugar, conocer la
evolucion del fruto hasta llegar a su maduracion. La aceituna, desde el cuajado, aumenta
paulatinamente de tamafio y, simultaneamente, pasa por la fase de endurecimiento del
hueso y de un acusado aumento de peso. A principios de otofio, el color verde intenso se
transforma en verde claro, después en verde amarillento, brillante. A continuacion se
inicia el envero o cambio de color, comenzando a aparecer pequefias manchas violaceas,
principalmente en el apice, que luego se extienden y terminan por ocupar todo el
epicarpio. Posteriormente el color del mesocarpio va virando al morado,
progresivamente desde la epidermis hasta el endocarpio o hueso. Mientras tanto, el
epicarpio ha ido cambiando del color violaceo hasta el violeta oscuro brillante,
recubriéndose de una capa blanquecina, mayoritariamente de compuestos excretados
por el fruto, denominadas pruina. Los colores finales, tanto en la pulpa o mesocarpio,
como en la piel del fruto o epicarpio, adquieren las tonalidades caracteristicas de cada
variedad.

Se considera como periodo de maduracion el tiempo transcurrido desde la aparicién de
las manchas violaceas hasta la coloracion definitiva de la piel y de la pulpa. En la
mayoria de las variedades, estas Ultimas transformaciones no tienen lugar en todos los
frutos de una planta al mismo tiempo, alcanzandose la maduracion de forma escalonada
(Porras-Soriano et al., 2008). De forma préactica se puede predecir ese momento ideal de
recoleccion calculando el indice de madurez descrito por Uceda y Frias (1975), el cual
se utiliza para determinar el momento éptimo de recogida de la aceituna.

Para su calculo se toman 2 kg de aceitunas situadas a la altura del operador y en las
cuatro orientaciones del arbol. Se homogeniza la muestra, se separan 100 frutos al azar
y se clasifican en las categorias que se describen en la Tabla 2. Se incluye un ejemplo
del aspecto de los frutos en la Figura 1.

Se Ilama Indice de Madurez (IM) al sumatorio del nimero de frutos de cada categoria
por el valor numérico de su categoria dividido por 100, es decir, siendo A, B, C, D, E,



F, G, H, el nimero de frutos de cada categoria 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 respectivamente, el
indice de madurez se define segun la formula [1].

IM=(Ax0+Bx1+Cx2+...+Hx7)/100 [1]

IM Color aceituna

Piel verde intenso

Piel verde amarillento

Piel verde con manchas rojizas en menos de la mitad del fruto. Inicio de envero
Piel rojiza o morada en mas de la mitad del fruto. Final de envero

Piel negra y pulpa blanca

Piel negra y pulpa morada sin llegar a la mitad de la pulpa

Piel negra y pulpa morada sin legar al hueso

Piel negra y pulpa morada totalmente hasta el hueso

~N o o WWDN P O

Tabla 2. Indice de madurez de la aceituna segun Uceda y Frias (1975)

EREENT
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Figura 1. indice madurez de aceituna.

Para variedades que desarrollan normalmente el color (Picual, Hojiblanca, Lechin,
Cornicabra y otras que desarrollan mucho el color morado) el momento Optimo de
recoleccion es cuando el IM alcanza valores proximos a 3,5.

En variedades de menos color como es el caso de “Arbequina”, el momento 6ptimo de
recoleccion se alcanzaria con valores de IM proximos a 3. En el caso de esta variedad
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este método basado en el color del fruto se adapta peor a determinar el momento 6ptimo
de madurez porque es capaz de llenar toda la pulpa de aceite sin cambiar drasticamente
de color (Uceda y Frias, 1975).

Las aceitunas con IM>3 son mas susceptibles al dafio fisico y al deterioro microbiano.
Ademas, cuando la aceituna llega al envero, la acumulacion de aceite en la misma se
detiene. Una aceituna mas madura no contiene mas aceite, pero se extrae mejor. La
recoleccion temprana con IM proximos a 3, ayuda a evitar el deterioro del fruto y
reduce el riesgo de dafios por la mosca del olivo (Bactrocera oleae Gmel.).
Adicionalmente, mejorara el cuajado en la cosecha siguiente (Medina et al., 2013).

La aceituna es considerada como fruto no climatérico (Nanos et al., 2002). La existencia
0 no del proceso del climaterio (Goldschmidt, 1998) es fundamental en cualquier
discusion acerca de los sistemas de cosecha, de la comercializacion y de la conservacion
en post-cosecha de los frutos. En los frutos climatéricos existe un estado fisioldgico, en
un momento determinado por el conjunto de condiciones agronémicas, en el que se
produce un aumento muy notable de su biosintesis de etileno. Este “pico” de etileno
conduce al inicio inmediato de procesos de cambio muy drasticos del fruto. Entre
dichos cambios se incluyen el ablandamiento por la actividad poli-galacturonasa, que
degrada las pectinas, el cambio de color desde el verde hacia los colores especificos del
fruto maduro, y la conversién de acidos organicos en azUcares. Debido a la existencia de
este proceso, los frutos climatéricos son capaces de seguir madurando una vez
separados de la planta (es decir, cosechados), siempre y cuando hayan alcanzado un
nivel de desarrollo caracterizado por la madurez fisioldgica. Esta es el estadio del fruto
en el que la semilla esté constituida y es viable, pues es la propia semilla la que dispone
del mecanismo genético capaz de iniciar el proceso del climaterio, aunque el fruto haya
sido cosechado. En cambio, los frutos no climatéricos solo maduran en la planta, e
interrumpen su maduracion de forma irreversible una vez separados de ella, por lo cual
se debe asegurar que hayan alcanzado un estado apropiado para su consumo al
momento de la cosecha (Abeles et al., 1992). Por lo tanto, es importante no olvidar la
naturaleza no climatérica de la aceituna.

1.5. Importancia y evolucion de la composicién de acidos grasos del aceite durante el
desarrollo del fruto.

Generalmente el acido oleico, acido graso monoinsaturado, representa una
concentracion mayor, del 68-81,5%, que los restantes acidos grasos (palmitico,
palmitoleico, estearico, linoleico y linolénico) (Lozano-Sanchez et al., 2009). La
variedad Arbequina puede variar del 52% al 74% en acido oleico en funcion de las
condiciones de latitud y clima (Tous y Romeo, 1994).



Los limites de la composicion acidica fijados por el Consejo Oleicola Internacional
(CQI), que establece la composicion de acidos grasos como un criterio de pureza de los
aceites de oliva virgenes (COI/T.15/NC n° 3/Rev. 7), se incluyen en la Tabla 3.

Esteres metilicos Porcentaje
Acido miristico <0,03
Acido palmitico 7,5- 20,00
Acido palmitoleico 0,30- 3,50
Acido heptadecanoico <0,30
Acido heptadecenoico <0,30
Acido estearico 0,50- 5,00
Acido oleico 55,00- 83,00
Acido linoleico 2,50- 21,00
Acido linolénico < 1,00
Acido araquidico < 0,60
Acido eiosendico < 0,40
Acido behénico <0,20
Acido lignocérico <0,20

Tabla 3. Nomenclatura esteres metilicos: miristico (C14:0), palmitico
(C16:0), palmitoleico (C16:1), heptadecanoico (C17:0), heptadecenoico
(C17:1), estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), linolénico
(C18:3), araquidico(C20:0), eicosendico (C20:1), behénico (C22:0)

y lignocérico (C24:0). (COl).

Los &cidos grasos en la aceituna se encuentran en forma de triglicéridos, siendo los
acidos grasos que estan libres los que generan la acidez del aceite de oliva virgen. Existe
una acidez muy baja, pero natural, ya que se trata de la que procede de la propia
naturaleza en su estado metabdlico equilibrada en el entorno quimico. Cuando la acidez
de un aceite virgen tiene valores muy altos se debe a procesos fisioldgicos
degenerativos.

El &cido oleico es de un acido graso monoinsaturado, con una Unica insaturacion en el
carbono 9. En los aceites de oliva el &cido oleico se encuentra, en funcion de la variedad
y otros aspectos agrondémicos, en proporciones entre el 55 y 83% como ya hemos
mencionado antes. Se le reconoce propiedades saludables como una de las grasas
mejores para formar parte de la dieta.

Los factores que en mayor medida afectan a la composicion y caracteristicas
organolépticas de los aceites son la variedad, la época de recoleccion, el medio (suelo y
clima) y las técnicas de cultivo empleadas (entre ellas el riego). La mayoria de los
estudios muestran que el riego puede modificar la composicion quimica y las
caracteristicas organolépticas de los aceites producidos (Salas et al., 1997; Girona,
2001; Berenguer et al., 2001, d’Andria y Morelli, 2002; Gucci et al, 2004) y también su

comportamiento en la almazara, afectando a la extractabilidad (Pastor et al, 2005;
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Berenguer et al, 2006). Respecto a los &cidos grasos, en la literatura consultada sobre
los efectos del riego de olivar en la calidad del aceite, las diferencias que presentan
distintas dosis de riego en el contenido relativo en &cidos grasos son pequefias y
dependen fundamentalmente de la pluviometria del afio agricola (Hidalgo et al., 2009).

En cuanto al estado de madurez de la aceituna conviene tener en cuenta que, por
ejemplo, aceites de oliva de la variedad Picual, que contiene un alto porcentaje de acido
oleico, pueden presentar un indice de acido linoleico por debajo de los que estaban
establecidos en la norma del COI cuando la recogida es muy temprana. Una vez
comprobado que esta anomalia era debida a procesos fisiologicos naturales, se llevo a
cabo a una modificacion de la normativa, reduciendo el limite inferior de este acido
graso (Moreda y Ortega, 2016).

Es importante saber que desde el punto de vista de la salud es deseable un alto
contenido de oleico y un bajo contenido en palmitico y linoleico, siendo estos los acidos
mayoritarios presentes. Tanto en el contenido de polifenoles totales como en
tocoferoles, la cantidad variard segun la variedad y la época, habiéndose sefialado la
importancia del proceso de maduracion para estos parametros (Abia et al., 1999).

A lo largo del proceso de maduracién del fruto se registran importantes cambios en la
composicion de acidos grasos del aceite. El contenido de acido palmitico asi como el
conjunto de &cidos grasos saturados, desciende. Esto se demostré en un estudio
realizado en Francia con la variedad “Sayali” en el que se vio como el porcentaje de
acido palmitico disminuia de 35,34% a 12,10% entre la 1% y 8% semana después de la
floracidn, respectivamente, y a continuacion se mantenia practicamente invariable hasta
la madurez completa del fruto con una cantidad de 11,41%.

El acido oleico, el mayoritario con un 55-83% en la aceituna, puede permanecer
constante o mostrar un ligero incremento, segun algunos estudios. El &cido linoleico, sin
embargo, aumenta su porcentaje a lo largo de la maduraciéon del fruto segin varios
autores, (Gutiérrez et al., 1999; Beltran, 2000; Menz y Vriesekoop, 2010; Modi et al.,
1992), (Arnon Dag et al., 2011) apreciandose en general una tendencia de la biosintesis
de &cidos grasos hacia formas mas insaturadas. Esto se piensa que es debido a las bajas
temperaturas ya que se ha observado que en esas condiciones aumenta la desaturacion
de oleato a linoleato en las semillas oleaginosas (Martinez-Rivas et al, 2000; Salas et
al., 1997).

Por consiguiente, el aumento en el contenido de &cido linoleico puede estar relacionado
con la reduccion gradual de la temperatura desde el cuajado del fruto hasta el momento
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de la recoleccion. Sin embargo, en otros estudios como en el realizado en “Tierras de
Barros” en Extremadura con las variedades “Morisca” y “Carrasquena” se han
observado la tendencia del acido linoleico a disminuir con el avance de la maduracion y
una clara tendencia en el incremento de la grasa total de &cidos monoinsaturados (de
70,8% a 73,2%) y en la disminucién del total de poliinsaturados (del 12,2% al 10,2%)
(Mendoza, et al., 2013; Gomez-Rico et al., 2007).

Un pardmetro importante desde el punto de vista nutricional y comercial, es la relacion
entre acidos monoinsaturados y poliinsaturados (MUFAS/PUFAS), principal
responsable de la estabilidad oxidativa de los aceites. Esta relacion desciende durante la
maduracion del fruto debido al aumento del &cido linoleico y al valor constante del
acido oleico.

Los compuestos minoritarios juegan también un papel importante en la composicion de
acidos grasos, ya que a pesar de su baja concentracion, tienen importancia sus
propiedades nutricionales y su efecto en las caracteristicas organolépticas del aceite. Los
compuestos fendlicos destacan por su elevado nivel antioxidante (Visioli y Galli, 1998).
Durante la maduracién del fruto se aprecia en general un descenso en su contenido total
(Amiot et al., 1989; Gutiérrez et al., 1999; Brenes et al., 1999; Beltran, 2000). Otros
antioxidantes naturales son los tocoferoles. En el aceite de oliva virgen se encuentra a, f3
y y-tocoferol. Estos antioxidantes constituyen la vitamina E, que protege al organismo
frente a los procesos oxidativos. Durante el proceso de maduracion se produce un
descenso de todos los tocoferoles presentes en el aceite (Gutiérrez et al., 1999; Beltran,
2000; Beltran et al., 2004).

Otro parametro que desciendo durante el proceso de maduracion es la estabilidad
oxidativa. Esta es la medida de la resistencia del aceite al enranciamiento y depende de
la composicién acidica (oleico/linoleico) y del contenido en polifenoles, asi durante la
maduracion disminuyen los polifenoles totales y aumenta el &cido linoleico por lo que
la estabilidad también disminuye.

Los esteroles también descienden a partir del momento de envero del fruto (Gutiérrez et
al., 1999), y por supuesto el color y las caracteristicas organolépticas también se ven
influenciadas. El color de los aceites varia de verde intenso al amarillento conforme va
perdiendo la intensidad del mismo. Esto es debido al cambio de los pigmentos en el
proceso de maduracion. En cuanto a las caracteristicas organolépticas, éstas se ven
afectadas en la disminucion del amargor y en los caracteres sensoriales que seran menos
marcados.

A causa de la modificacion de todos estos parametros a lo largo del periodo de
maduracion, se han realizado varios estudios sobre cual seria la fecha ideal para la
recoleccion de la aceituna con el fin de lograr un equilibrio entre la cantidad de aceite
obtenido y la calidad de éste. ElI mejor momento es cuando el fruto comienza a
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modificar su color de verde a rojizo-morado, lo que Ilamamos envero. En ese momento
el fruto contiene casi su maximo porcentaje de aceite y a la vez una gran calidad por el
elevado contenido de los compuestos beneficiosos para la salud (Franco, 2014).

1.6. Biosintesis de los acidos grasos

Los &cidos grasos en animales se sintetizan en el citosol, partiendo de moléculas de
acetil-CoA que se producen dentro de la mitocondria. Sin embargo en las plantas esta
sintesis se produce en el estroma de los plastidios. Alli se sintetizan el palmitico y el
oleico, luego este ultimo se puede desaturar a linoleico o linolénico en el Reticulo
Endoplasmatico.

El proceso de formacion de &cidos grasos se inicia con el Acetil-Coenzima A, una
molécula compleja y sillar del metabolismo, cuyo esquema se incluye en la Figura 2.

Coenzima A
Precursores
Cisteina Pantotenato Adenosina
fh:
™ HO, M x
E -\,.-\..A.\,-“\‘,./X

()9 oo"xC

Figura 2. Esquema de la Acetil-Coenzima A (Lehninger)

A partir de esta molécula se forma el Malonil-Coenzima A. En un proceso de
Elongacion, que utiliza como base moléculas de Malonil-CoA, en varios ciclos, cada
uno de los cuales tiene cuatro pasos caracteristicos (condensacion, reduccion del
acetoacetil-ACP, deshidratcion y reduccién del crotonil-ACP) se forma el primer acido
graso saturado, el acido palmitico (C16) siguiendo el esquema incluido en la Figura 3.
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Figura 3. Formacion &cido palmitico (Nelson, 2006).

El acido palmitico es el precursor del &cido estearico y de &cidos graso saturados de
cadena mas larga, asi como de los acidos monoinsaturados palmitoleico y oleico. El
proceso no termina aqui. A partir de estos acidos grasos o sus distintas combinaciones,
y del &cido fosfatidico, se componen los triglicéridos, moléculas complejas cuya
acumulacion constituye una reserva energética en la vacuola celular.

Después de la antesis y la fecundacion tiene lugar un periodo de intensa multiplicacion
celular donde se define el nimero total de células que van a componer el fruto. Acto
seguido tiene lugar el proceso de maduracion del embrion y del endurecimiento de
hueso. Inmediatamente después empieza el proceso de elongacion celular y es cuando
comienzan los procesos de lipogénesis. Esto se puede situar en el tiempo en nuestras
latitudes a partir de mediados de junio, mas o menos. La lipogénesis, como hemos visto,
termina muy cerca del envero del fruto, cuyo inicio depende de las condiciones
climaticas (Ybarra, 2013; Nelson, 2006).

1.7. Espectroscopia NIR

Se considera a Karl Norris "padre" de los modernos andlisis de espectroscopia de
infrarrojo cercano (NIRS). Su laboratorio estaba comprometido en los afios 60 en el
desarrollo de un método rapido para medir el contenido de humedad en la harina.
Después de varios avatares, se logré la prediccion conjunta de los contenidos de
humedad, proteina y aceite en la harina (Norris et al, 1965). El logro fue mayor de lo
esperado, ya que se alcanzo una técnica multi-paramétrica. EI &mbito de aplicacion
inicial de la espectroscopia NIRS fue el de los productos agricolas, pero pronto su
interés llegdé a muchas otras areas (Norris, 2005).

La espectroscopia NIRS (750-2500 nm) utiliza la interaccion entre la radiacion del
infrarrojo cercano y la materia para caracterizar algunas propiedades de un material
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dado. La técnica se basa en calibraciones o0 modelos multivariable, en los que los datos
espectrales se correlaciona con la funcion analizada. Los espectros NIR estan
dominadas por bandas de absorcion asociados con los grupos funcionales CH, OH o
NH. La suma de estas vibraciones induce bandas de combinacion o arménicos que son
aproximadamente multiplos de las frecuencias fundamentales (Davies, 2005). Esto
significa que los espectros NIR son mucho més complejos de lo que parecen.

Las aplicaciones principales actuales de la espectroscopia NIRS corresponden al sector
de la alimentacion. Estas incluyen desde la determinacién de la proteina, humedad,
grasa y fibra en los granos o harinas, hasta la caracterizacion de la calidad de los
productos tan diversos como café, miel, carne o pescado. NIRS facilita también la
determinacion de las propiedades cualitativas de sustancias diversas, desde gasolina a
comprimidos farmacéuticos (Flinn, 2005). Un numero cada vez mayor de aplicaciones
NIRS estan siendo utilizados en sectores como el farmacéutico (Codgill, et al., 2005) o
el medio ambiente (Malley, et al., 2005). Ademés, se estdn desarrollando sus
aplicaciones médicas. La cuantificacion de hemoglobina en sangre o aplicaciones en la
cirugia plastica y reconstructiva (Flinn, 2005) o estudios del cerebro (Elwell, et al.,
2005) son algunos ejemplos. NIRS proporciona varias ventajas importantes, como la de
no requerir disolventes o reactivos, evitando asi un gasto importante, facilitando la
proteccion del medio ambiente. Este Gltimo aspecto es cada vez méas importante.
Ademas, NIR es una técnica rapida, no destructiva y potencialmente multiparamétrica.

La posibilidad de determinar por NIRS los principales parametros de calidad del aceite
de oliva, tales como la acidez, peroxidos, K270 y K232, se ha informado en diversos
estudios (Conte et al., 2003, Mailer, 2004; Armenta et al., 2007, Bendini et al., 2007,
Costa et al., 2008; Cayuela et al., 2013). De hecho, las técnicas NIRS se utilizan como
un método para el analisis de rutina de estos pardmetros en un ndmero creciente de
laboratorios. Se ha propuesto también la posibilidad de medir la estabilidad oxidativa
del aceite de oliva mediante Vis/NIR como técnica alternativa a Rancimat, método que
requiere mucho tiempo de analisis (Cayuela et al., 2013), asi como la determinacion de
clorofilas totales y carotenos totales mediante espectroscopia visible (Cayuela et al.,
2014). Se ha informado de la posibilidad de analizar la composicién de acidos grasos
del aceite de oliva mediante NIRS (Mailer, 2004; Cayuela et al., 2015), asi como de
estimar la composicion de triglicéridos (Cayuela et al., 2015).

En cuanto a la aplicacion de NIRS a aceituna intacta, se ha evaluado en varios estudios
para la determinacion de diversos parametros de calidad. Leon et al. (2004) informaron
por primera vez de la utilizacion de NIRS en aceituna intacta como una herramienta til
en la mejora del olivo, utilizando RMN como método de referencia. En dicho estudio se
obtuvieron modelos NIRS de regresion de minimos cuadrados parciales (PLS) con
errores de prediccion suficientemente bajos para el analisis del contenido de aceite (SEC
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= 1,33), la humedad (SEC = 1,88) y la composicion de acidos grasos, con SEC de 2,91
y 4,73 para los &cidos oleico y linoleico en aceituna intacta.

Cayuela et al. (2010) informaron del buen potencial de modelos predictivos de
parametros de calidad de la aceituna intacta, incluyendo la humedad, materia seca,
contenido de aceite, aceite de acidez libre y el indice de madurez, con coeficientes RPD
que oscilaron entre 2,51 y 3,18. Se ha informado también de una metodologia original
de calibracién basada en aceitunas individuales utilizando NIRS y extraccion con
disolventes como andlisis de referencia de contenido de aceite de oliva (Cayuela et al.,
2009). Varios estudios han informado mas recientemente aspectos diferentes sobre
aplicaciones similares para las aceitunas intactas (Gracia y Leon, 2011; Morales-Sillero
et al., 2011; Ledn-Moreno, 2012; Salguero-Chaparro et al., 2012; Bellincontro et al.,
2012; Bellincontro et al., 2013; Salguero-Chaparro et al., 2013?; Salguero-Chaparro et
al., 2013b; Salguero-Chaparro, et al., 2013c).

La técnica facilita la medida de los pardmetros de calidad en el momento en que la
aceituna llega a la almazara, analizando el fruto sin necesidad de la molturacién
requerida por las técnicas tradicionales MC2, Soxhlet, Foss-Let, Autelec, 0o RMN (Frias
et al., 1999). De este modo es posible realizar el pago al agricultor en funcion de la
calidad de su cosecha. Se han realizado estudios comparativos de las técnicas analiticas
NIR y RMN para la determinacion del contenido graso y la humedad en pasta de
aceituna y orujo (Garcia et al., 2005). También es posible el uso de este método para
detectar posibles adulteraciones del aceite de oliva (Downey et al., 2002; Wesley et al.,
1995; Yang et al., 2001).

Entre las ventajas de este método se encuentra que no requiere preparacion de muestra,
la rapidez del analisis, asi como ser una técnica no destructiva ni contaminante, de bajo
coste, alta precisién y puede ofrecer informacidén de varios parametros de calidad de
forma simultanea (Osborne, 1993).
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2. OBJETIVOS

La deteccidn de estadios de aceituna prematura presenta gran interés. La verificacion de
la hipdtesis de que dicha deteccion pueda realizarse mediante un marcador de
recoleccion basado en su composicion de acidos grasos constituye el principal objetivo
de este trabajo. La finalidad de este proyecto es por lo tanto investigar la posibilidad de
establecer un marcador bioquimico de recoleccion, basado en la estimacion mediante
espectroscopia NIR de la composicion de &cidos grasos de la aceituna “Arbequina”.
Para ello, se han desarrollado calibraciones predictivas mediante analisis multivariable
del espectro visible/NIR, utilizando como valores de referencia los valores de la
composicion de acidos grasos medidos mediante cromatografia de gases. Asi mismo,
otro objetivo de este trabajo ha sido confirmar los resultados de calibracion predictiva
del indice de madurez obtenidos previamente por el mismo grupo de investigacion.

3.1. Material vegetal:
Las aceitunas procedieron de parcelas experimentales de la finca Sanabria, situada en el
municipio de Utrera, provincia de Sevilla. Asi mismo, se tomaron muestras
complementarias en dos fechas de muestreo en las parcelas experimentales de la ETSIA
(Universidad de Sevilla).

Las parcelas experimentales de la finca Sanabria estan ubicadas dentro de una
plantacion formada por 10 ha de olivos Arbequina, plantados en 2007 en un marco de
4x1,5 m?. Esta parcela de olivar en seto de alta densidad (1.667 arboles/ha) se encuentra
en su momento de méxima produccion (16.583 kg/ha en 2014). Los arboles presentan
una altura y anchura media de 2,5 m y 2,2 m respectivamente. La parcela se mantiene
en régimen de no laboreo y durante la estacion himeda la entrecalle se deja cubierta con
hierba, tratandose con herbicidas bajo los arboles y cortdndose durante la estacion seca
(Figura 5). La poda tiene lugar en el mes de enero de manera que se controla la altura de
los arboles, las ramas que presentan un desarrollo excesivo se dirigen hacia el centro de
la calle.

El riego se aplica con una tuberia portagoteros por fila de arboles, con un gotero de 1.6
L/hora cada 0,5 m. El periodo de riego que habitualmente se realiza en la finca Sanabria
ocurre entre mayo y octubre aunque podria interrumpirse en septiembre dependiendo de
las lluvias otofiales. ElI abonado se hace mediante la inyeccion de soluciones
fertilizantes en el agua de riego, el cual, es suficiente para cubrir las necesidades del
cultivo.
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Figura 4. Vista de la finca experimental.

3.1.1. Diseio experimental y estrategia de riego

El disefio experimental de la finca presento 4 tratamientos de riego en bloques al
azar (Figura 3). Estos tratamientos correspondieron a | riego habitual que realiza el
agricultor en toda la finca, un tratamiento de riego reponiendo el 100% de las
necesidades hidricas del cultivo un tratamiento de riego deficitario reponiendo el
45% de las necesidades hidricas, y un basado en una estrategia de riego deficitario
en funcion de las medidas obtenidas en la planta con sensores de turgencia.

Las parcelas correspondientes a cada tratamiento se indican en la Figura 5.

Distribucion de tratamientos en 2014
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Figura 5. Distribucién de los tratamientos en 2014. FI = full irrigation; CCRDI = riego deficitario
controlado por coeficiente del cultivo; PBRDI = riego deficitario controlado por sondas ZIM.
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3.2. Registro espectros NIR

El registro de espectros Vis/NIR de la aceituna intacta se realizd mediante un
espectrometro Labspec (Analytical Spectral Devices, Boulder). Es un espectrometro de
visible e infrarrojo cercano (Vis/NIR) equipado con tres detectores. El detector para el
rango visible (350-1000 nm) es una matriz de diodos hologréafico reflectante fija con
una sensibilidad de 512 pixeles. El rango de longitud de onda de 1000 a 1800 nm esta
cubierto por un detector de InGaAs de barrido répido, enfriado a -25 °C. Se utiliza el
mismo detector, junto con un sitema de bloqueo de filtro, para el intervalo de 1800 a
2500 nm. La velocidad de escaneado es de 100 ms. La repetibilidad del instrumento,
expresada como desviacion estandar de la absorbancia promedio entre 350 y 2500 nm
de cinco mediciones de un disco blanco, es 6,0 10, Los espectros de las muestras de
aceituna intacta se registran directamente en el modo de reflectancia, sin ningun
tratamiento excepto la separacion de los pedinculos del fruto, utilizando el accesorio de
tabla giratoria del instrumento (Figura 6 ). Se registro todo el espectro Vis/NIR (350-
2500 nm, con intervalos de 1 nm. La adquisicién de espectro se llevd a cabo
configurando el software para la adquisicion continua de 50 espectros. Para ello se
empled la aplicacion informatica Indico Pro (Analytical Spectral Devices Inc., Boulder).
El tiempo de registro es menos de un minuto para cada muestra, con todos los pasos
incluidos.

Figura 6. Accesorio de placa giratoria del espectrometro Labspec.
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3.3. Indice de madurez de la aceituna

En las fechas de toma de muestras en las que se realizo extraccion fisica del aceite
mediante el método MC2 se llevd a cabo la determinacion del indice de madurez de
la aceituna descrito por Uceda y Frias (1975). Para ello se tomaron 2 kg de
aceitunas situadas a la altura del operador en las cuatro orientaciones del arbol. Se
homogeniz6 la muestra, se separaron 100 frutos al azar y se clasificaron en las
categorias que se indicaron en la Tabla 2.

El indice de madurez (IM) se obtuvo del sumatorio del nimero de frutos de cada
categoria por el valor numérico de su categoria dividido por 100, es decir, siendo A,
B, C, D, E, F, G, H, el numero de frutos de cada categoria 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
respectivamente, obteniéndose el indice de madurez segun la formula [1].

3.4. Quimiometria y procedimiento de calibracion

Se realizd analisis de componentes principales (PCA) a partir de los espectros de
aceituna Arbequina intacta, utilizando The Unscrumbler 9.7 (CAMO Software AS,
Oslo, Noruega), para analizar posibles agrupamientos y detectar posibles valores
espectrales atipicos.

Las calibraciones cuantitativas PLS de indice de madurez y de composicion de
acidos grasos se construyen a partir de las variables espectrales visibles Vis/NIR,
utilizando como valores de referencia el resultado de su determinacion mediante los
métodos habituales. Estos fueron el indice de madurez (IM) de Uceda y Frias (1975)
y la cromatografia de gases (CG). Los datos espectrales de reflectancia se
transformaron a absorbancia y se normalizaron por la media (NM). A continuacion,
se ensayo el tratamiento de primera derivada de Savitzsky-Golay (D1SG). Se utiliz6
el procedimiento de validacion interna cruzada completa. ElI numero de
componentes principales de los modelos (CP) se establecid después de una primera
prueba utilizando 10 CP. Todos los tratamientos anteriores se realizan con The
Unscrumbler 9.7.

La seleccién de las variables espectrales que participan en los modelos se realizd
mediante varios ciclos sucesivos de eliminacion de aquellas cuya contribucion era
proxima a cero. La seleccion de variables terminé en el dltimo ciclo que mejord el
valor R%cv de la calibracion. El ajuste de la calibracion se evalu6 por su R? y por la
proximidad entre sus valores R? y R%cv, considerando asi mismo el error tipico de
calibracion (SEC). Las muestras que presentaron un ajuste visualmente anormal en
comparacion con la parte restante mayoritaria se identificaron como outliers, siendo
excluida su utilizacién tanto en las calibraciones como en las validaciones.
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3.5. Validacion externa de las calibraciones

La realizacion de ejercicios de validacion externa de las calibraciones de
composicion de acidos grasos consiste en su utilizacion para estimar los valores
correspondientes en un conjunto de muestras externo a las calibraciones. Por el
limitado numero de muestras utilizadas en el método de extraccion MC2, solo se
han llevado a cabo validaciones externas para las calibraciones obtenidas a partir de
los valores de referencia de la extraccion por Soxhlet.

Para este proposito, se reconstruyeron las calibraciones reservando para su
validacion la cuarta parte de las muestras disponibles. Esto se hizo excluyendo una
de cada cuatro muestras, por orden cronoldgico y de numeracion de las parcelas
experimentales, comenzando desde la primera. De este modo se establecieron los
conjuntos de calibracién y validacion con 48 y 16 muestras respectivamente. Las
muestras de estos conjuntos fueron las mismas para las diferentes calibraciones, por
lo que las variables espectrales fueron idénticas, difiriendo como es légico en los
valores de referencia correspondientes a los diferentes parametros analizados.

3.6. Extraccion de aceites mediante MC2

La extraccion de los aceites mediante el método fisico se realizo en los laboratorios
del Instituto de la Grasa del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (IG-
CSIC), al igual que todas las tareas de laboratorio que més adelante se describen. Se
utilizé para ello un analizador de rendimiento MC2 (MC2, Ingenieria y Sistemas
S.L., Sevilla).

En primer lugar se molturaron las aceitunas en el molino de martillos, obteniéndose
la pasta de aceituna que se dispuso en cazos de MC2 después de tararlos, anotando
el peso de pasta. Después se colocaron los cazos en la batidora a temperatura de
batido establecida como la del bafio de agua, de 40° C, afiadiéndose un 1-2% de
talco. Tras 10 minutos de afiaden 50 ml de agua por cada 700 gr de pasta, batiéndose
durante 20 minutos mas. Una vez terminado el batido, se centrifuga durante 1
minuto (3000 rpm), recogiéndose la fase liquida al abrir el tapon de la
centrifugadora en una probeta. En esta probeta se separ0 el aceite de oliva virgen de
la fase acuosa (agua y alpechin). La fase solida (orujo) queda adherida a las paredes
de la centrifugadora. Una vez recogido el aceite en la probeta, y transcurridos 20
minutos para favorecer la decantacion, se mide el volumen de aceite virgen extraido
fisicamente. Finalmente, se filtra el aceite en papel jarabe, conservandose en un
frasco de cristal ambar, previamente identificado. Con este método se han obtenido
aceites de aceitunas de las fechas 30 de septiembre, 29 de octubre y 6 de noviembre.
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En la Figura 7 se muestra el equipamiento del sistema de analisis de rendimiento
MC2.

Figura 7. Molino de martillos (A) Termobatidora (B) y centrifuga (C)

3.7. Extraccion de aceites mediante Soxhlet

Se llevé a cabo a partir de muestras de pasta seca conservadas. En primer lugar se
hicieron e identificaron cartuchos cilindricos con papel de filtro. A estos cartuchos
se afiade en la base una porcion de algodén y una cucharada de sulfato de sodio, que
facilita la eliminacion de la humedad y se tara. La pasta seca se molié en molinillo
eléctrico, afladiendo unos 20-25 gr de pasta al cartucho, pesando en la balanza y
anotando el peso. Se vuelve a afadir una cucharada de sulfato de sodio y una bola
de algodon, presionando. El cartucho se cierra haciendo varios pliegues.

Se cogen matraces redondos de base plana, identificAndolos y afiadiendo 3-4
porciones de plato poroso, los pesamos y anotamos. Montamos el equipo de
Soxhlets, en este caso 6 muestras, y dejamos circulando el disolvente un minimo de
4 horas.

La extraccion en Soxhlet funciona ciclicamente, en este caso extrayendo el aceite de
la pasta de aceitunas. Cuando se evapora el disolvente sube hasta el area donde es
condensado. Aqui, al caer y regresar a la camara de disolvente, va separando el
aceite de la pasta, por lo que el disolvente toma tonalidades verdosas o amarillentas.
El hexano debera circular hasta que en la camara de disolvente no se aprecie ningun
color, lo que indicara que en el matraz se habra separado todo el aceite (después de
un tiempo minimo de 4 horas).
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Se hace una primera separacion del disolvente hexano que haya en la cdmara y una
segunda separacion cuando observemos que en el matraz ya no quedan burbujas y
no cae mas disolvente en la camara.

El aceite extraido todavia puede contener alguna pequefia cantidad de disolvente,
por lo que lo ponemos en el rotavapor a 45-50 °C durante 10 o 15 minutos,
asegurando asi la ausencia de restos de hexano.

A partir de éste método hemos extraidos el aceite de las aceitunas de las fechas que
se incluyen en la Tabla 4.

Fechas (2015)
20 de julio
10 de agosto

3 de septiembre
30 de septiembre
13 de octubre
29 de octubre

6 de noviembre

Tabla 4. Fechas de recoleccion para extraccion Soxhlet.

Figura 8. Soxhlet con muestras.
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Los resultados en el contenido de aceite obtenidos tras el anélisis Soxhlet se inlcuyen en
la Tabla 5.

Tratamientos: Finca 2,4,7,16 CCR:3,5,10,13
Control :1,12,14,15 PBR :6,8,9,11

Contenido total de aceite en peso himedo (%)
Parcela 20/07 10/08 03/09 30/09 13/10 29/10

1 47258 85675 11,4311 152905 17,8100 222218 26,2317
2 51512 85213 151862 12,7937 14,1803 275230 26,5824
3 23901 35421 110724 151688 12,9961 18,8621 13,3045
4 48080  9,9221 15,0350 12,2145 134656 18,9966 11,6393
5 3,9269  4,7155 125325 14,3307 129420 158311 16,7307
6 36335 65499 11,3133 11,1868 12,2291 16,3945 23,0980
7 52527 85944 14,9223 14,1824 13,7433 17,4345 26,3255
8 45349 65234 13,6220 11,1158 11,5959 192282 13,3430
9 2,2885  3,7926 113679 13,1432 14,9051 22,1900 12,8124
10 26754  3,9531 132641 14,8206 129802 21,2353 25,8823
11 4,0546  6,0931 16,4078 12,2197 12,7012 19,8099 17,2339
12 54922 10,9302 157546 17,0438 10,3287 20,0586 27,4605
13 27700  5,2675 136371 16,2570 17,7494 21,7868 26,3796
14 3,9200 82141 135718 14,9130 13,0151 24,9859 28,4951
15 47473 10,7005 157986 20,9041 20,5385 257928 12,7947
16 6,00564 11,5778 14,6588 14,1760 155563 23,8083 14,4394

Tabla 5. Contenido de aceite de las muestras utilizadas
3.8. Determinacion de la composicién de &cidos grasos:

El andlisis de la composicion de acidos grasos de los aceites de oliva se llevé a cabo
mediante cromatografia de gases. La cromatografia es una técnica de separacion de gran
versatilidad y facil manejo. Su uso estd ampliamente difundido en la investigacién
cientifica y en la industria, siendo una herramienta fundamental para el control de
calidad de materias primas y productos comerciales.

Debido a la complejidad de la estructura de los acidos grasos y a la dificultad de
determinar exactamente la composicion de una grasa mediante los analisis tradicionales,
la cromatografia de gases se ha convertido en una herramienta indispensable para
establecer el perfil de &cidos grasos.
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En esta técnica la muestra, previamente preparada, se volatiliza y es inyectada en el
flujo dirigido hacia la columna cromatografica, que consiste es un tubo relleno con un
polimero liquido. El equipo utilizado en este proyecto fue un cromatografo Hewlett
Packard 6890 GC System. El proceso de preparacion y analisis a seguir fue el siguiente.

1) En pequefios viales de vidrio insertamos una gota de las muestras,
afiadimos 2000p! de Heptano y 500ul de KOH 2N y agitamos durante 1 min.
Dejamos reposar. Extraemos de la parte superior de los viales, con ayuda de una
pipeta, la suficiente cantidad para llenar un vial pequefio de plastico, que
cerraremos con tapon especial para el cromatégrafo.

2) Encendemos el cromatdgrafo y seleccionamos el programa que vamos a
usar. Abrimos el flujo de gases de Aire, H>, N2 en una proporcion 2:3:5
respectivamente. Esperamos a que se alcance la temperatura y se produzca el
encendido de la llama, ayudando con un mechero en el caso de no ser capaz de
encenderse por si solo tras varios intentos.

3) Afadimos las secuencias deseadas, 16 muestras (secuencias)/dia y la
cantidad que inyectara la jeringa en el cromatografo ( 1pl). Colocamos los viales
de pléstico en la ruleta, comprobamos que el cero y el valor que se muestra no
difieren de forma significativa, pulsamos “Start” y comenzamos a medir.

Las condiciones de trabajo del cromatdgrafo fueron de 200 °C de temperaura del horno,
5 bar de presion de flujo de nitrégeno, 2 bar de presion de flujo de aire, 3 bar de presién
de flujo de hidrégeno. La temperatura del detector se fijo en 240 °C y el tiempo de
analisis de cada muestra en 13 minutos.

Figura 9. Cromatografo de gases
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4.1. Caracterizacion de la poblacién experimental

En la Tabla 6 se incluyen los datos estadisticos de los valores de referencia, resultantes
de la determinacion mediante CG de la composicion de &cidos grasos, utilizados para la
elaboracion de las calibraciones. Como se observa por los valores de rango y desviacion
tipica, la diversidad de dicha composicion en el conjunto de muestras analizado fue
bastante amplia. Esto es logico teniendo en cuenta que las tomas de muestras se
realizaron desde el 20 de julio hasta el 6 de noviembre en el caso de la extraccion
Soxhlet y desde el 30 de septiembre hasta el 6 de noviembre en el caso de la extraccion
fisica por el sistema MC2.

El indice de madurez (Uceda y Frias, 1975) de la aceituna evolucion6 de forma acorde
con las fechas de recogida, siendo en promedio 0,59 en la toma de muestras de 29 de
septiembre, 1,59 en la de 29 de octubre y 1,87 en la de 6 de noviembre. Como puede
verse en la Tabla 7, incluso en esta ultima fecha de recogida el indice de madurez no
Ilegé al valor 2, por lo que la aceituna fue mayoritariamente de color verde amarillento,
no habiendo llegado al inicio del envero. Es importante destacar las diferencias
registradas en el indice de madurez entre los diferentes tratamientos de riego para las
mismas fechas de recogida de la aceituna, que muestran una tendencia clara en las tres
tomas de muestras.

Soxhlet MC2
N =64 N =51
X o Rango X c Rango

Palmitico 16,7 15 12,2-20,1 17,7 14 135-20.1
Palmitoléico 16 07 09— 35 1,9 06 08-4
Estearico 24 04 1,5-47 20 04 1,2-33
Oleico 636 2,8 55-67,6 630 2,6 57,3-70,7
Linoleico 13,7 0,7 11-15 137 14 91-166
Araquidico 05 0.2 0,4-1,6 04 02 0,2-0,8
Linolénico 04 0,1 02-1,3 03 03 02-1
Gondoico 1,1 1,0 0,7-17 07 03 0,617
Behénico 03 0,1 0,1-05 0,2 0,06 0,1-0,3

Tabla 6. Datos estadisticos de los valores de referencia de composicién de acidos graso
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indice de madurez

29-sep 29-oct 06-nov Tratamientos
0,43 1,15 1,46 Finca
0,40 1,23 1,63 100%
0,44 1,57 1,99 CcC
1,11 2,41 2,42 PB
0,59 1,59 1,87 PROMEDIO

Tabla 7. indice de madurez segun tratamiento y fecha.

4.2. Evolucién de la composicion de acidos grasos

Interesa destacar que en la evolucion de la composicion de acidos grasos se observo el
efecto de los diferentes tratamientos de riego aplicados a las parcelas. Destacaron
especialmente por su variacién con tendencias claras los éacidos palmitico, oleico,
palmitoleico, linoleico y gondoico, mostrando los demés ausencia de tendencia o cierta
estabilidad.

El 4&cido palmitico, cuya evolucion se muestra en la Figura 10, presentd tendencia
creciente a lo largo del desarrollo de la aceituna. Se observan picos que corresponden a
algunas parcelas, siendo razonable pensar que son debidos a los diferentes tratamientos
de riego aplicados.
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Evolucion del acido palmitico

Figura 10 . Evolucion de la proporcién de acido palmitico
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La fluctuacién de la proporcion de palmitico en las diferentes parcelas corresponde en
sentido inverso a la que se observa para el acido oleico (Figura 11), cuya evolucién
mostro tendencia descendente.
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Figura 11. Evolucidn de la proporcion de acido oleico.

Comportamiento anélogo al del A&cido palmitico mostraron los A&cidos
palmitoleico (Figura 12) y linoleico (Figura 13) con tendencia también
ascendente a lo largo del desarrollo y maduracién del fruto.
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Figura 12 . Evolucion de la proporcion de acido palmitoleico.

El acido gonddico por el contrario presenté una tendencia descendente con
pendiente homogénea a lo largo de los estadios finales de desarrollo de la
aceituna (Figura 14), exceptuando cuatro picos marcados que se observaron.
Correspondieron dos de ellos descendentes en octubre, a las parcelas P6 y P8,
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ambas con tratamiento de riego PBRDI. En noviembre se registrd uno
ascendente de la parcela P5, con tratamiento CCRDI, y otro descendente de la
P15, con tratamiento FI.
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Figura 13 . Evolucion de la proporcién de &cido linoleico
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Figura 14. Evolucidn de la proporcién de acido gondoico

4.3. Espectro de la aceituna Arbequina intacta

En la Figura 15 se muestra el espectro de reflectancia de las muestras de aceituna
Arbequina, adquiridos con el espectrometro Labspec.

Los espectros de infrarrojo cercano muestran bandas solapadas, resultado de primer y
segundo armonicos y combinacion de vibraciones moleculares fundamentales,
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principalmente de los enlaces carbono-hidrégeno. La asignacion de las principales
bandas de absorcion en el infrarrojo cercano de los productos agricolas se han descrito
en diversas publicaciones, tales como Shenk et al. (Shenk et al., 2001 ) o Harwood y
Aparicio (Harwood, et al., 2000) entre otros.

En la Figura se muestran los espectros de absorcion de las muestras de aceituna
Arbequina intactas. El espectro presenta caracteristicas similares a las previamente
descritas (Leon, et al., 2004) mas all& de las diferencias con respecto a las longitudes de
onda adquiridas. Se observan bandas de alta intensidad, relacionadas con la fuerte
absorcion del agua, visibles a partir de su primer armonico desde 1400 a 1500 nm y en
la combinacion de bandas a 1880-2100 nm.

Reflectancia

350 550 750 950 1150 1350 1550 1750 1950 2150 2350 2550
Longitud de onda (nm)

Figura 15. Espectro de reflectancia de la aceituna Arbequina intacta

Existe una amplia banda de absorbancia alrededor de 1220 nm, probablemente debida al
contenido de aceite y a armonicos segundos de vibracion de los enlaces C-H y CH=CH-
(Hourant, et al., 2000) .Las longitudes de onda visibles muestran bandas de 600-650 nm
en las que se observa un aumento de absorbancia, tal vez debido a la presencia en las
muestras de pigmentos antocianos, que contribuyen al color rojizo, asi como verde y
colores amarillos que aparecen a 550-625 nm. El color purpura coincide con la zona de
ruido al comienzo del espectro.
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Figura 16. Espectro de absorbancia de la aceituna Arbequina intacta

En la Figura 17 se muestran los mismos espectros de la figura anterior después de
recibir tratamiento de derivada 12 de Savistsky-Golay.
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Figura 17. Espectro de 12 derivada Savitzsky Golay de absorbancia de aceituna

4.4. Analisis PCA

En la Figura 18 se puede observar el resultado del Analisis de Componentes Principales
(PCA) realizado sobre los espectros de las muestras de aceituna Arbequina intacta de las
fechas de recogida en las que se llevd a cabo extraccion por el método Soxhlet. En
dicho analisis destacan bien diferenciados dos grupos de muestras que coinciden con las
fechas de recogida 10 de agosto y 3 de septiembre. En un tercer grupo formado por las
recogidas en 13 de octubre y 6 de noviembre las muestras no aparecen mezcladas, y
aunque pueden separarse con facilidad, como se indica en la Figura 18, distancia en
dicha separacién es practicamente inexistente. Tres muestras de esta Gltima recogida, 6
de noviembre, correspondientes a las parcelas 9, 10 y 13, aparecen muy segregadas

tanto de su grupo como de las restantes. Las parcelas 10 y 13 corresponden ambas al
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tratamiento de riego CCRDI, y la parcela 9 al tratamiento PBRDI, por lo tanto las tres
tienen en comun aportes de agua mas reducidos que en los otros tratamientos de riego.
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Figura 18 . Analisis PCA — Método Soxhlet

El anélisis PCA de los espectros de las fechas de recogida en las que se realizd
extraccion por el método fisico MC2 se muestra en la Figura 19. Como en las fechas de
recogida en las que se llevd a cabo extraccion por el método Soxhlet, las muestras de las
parcela 9, 10 y 13 extraidas por el método MC2 de la recogida de 6 de noviembre
presentan igual segregacion, coincidiendo el area de su ubicacion en el grafico de PCA
con el anterior, ya que de hecho se trata de los mismos espectros. En este caso aparecen
separadas también las fechas de recogida de 30 de septiembre y 29 de noviembre,
existiendo menor separacion entre ésta ultima y la de 6 de noviembre.

La separacion de las diferentes fechas de recogida en los resultados de analisis PCA
tanto de las muestras extraidas por Soxhlet como por MC2 pueden ser debidas al mayor
indice de madurez de las aceitunas que se recogieron mas tarde. Asi mismo, la
segregacion en la recogida mas tardia, de 6 de noviembre, de muestras de las parcelas
10 y 13 (tratamiento de riego CCRDI) y de la parcela 9 (tratamiento PBRDI) coinciden
con el indice de madurez mostrado por las aceitunas de estos tratamientos de riego, que
fueron de los més altos registrados, respecto a las recogidas en las mismas fechas de los
tratamientos FI y 100%, como puede verse en la Tabla 7.
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Figura 19. Andlisis PCA — Método MC2

4.5. Quimiometria y seleccion de variables espectrales

Los datos de absorbancia normalizados por la media proporcionaron el mejor ajuste
ajustes en la mayor parte de las calibraciones predictivas. No obstante, en las
calibraciones de los &cidos grasos estearico y oleico el resultado obtenido fue mejor
utilizando tratamiento de derivada 12 de Savitzsky-Golay de los datos de absorbancia

normalizados por la media.

En la Figura 20a se muestra el resultado de la correlacion multivariable PLS
correspondiente al acido palmitoleico, antes del inicio del proceso de seleccion de
variables espectrales. La Figura 20b refleja el resultado a la finalizacion de dicho

proceso.
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Figura 20. Variables espectrales de la calibracién de &cido palmitoleico

(a antes y b después del proceso de seleccion de longitudes de onda)

Como puede observarse, solo una pequefia parte de las variables espectrales iniciales
fue seleccionada. La contribucidn aparente de las restantes se demostro inexistente, ya
que su eliminacion permitio la mejora de la calibracion. En ésta Gltima figura, la linea
horizontal representa las variables espectrales que no participan en el modelo. Para los
restantes acidos grasos el proceso de seleccién de variables espectrales fue analogo al
caso del &cido palmitoleico que aqui se muestra como ejemplo.

4.6. Calibracion predictiva de indice de madurez

La calibracion obtenida a partir de los espectros de aceituna Arbequina intacta de las
tomas de muestras en las que se realizo extraccion por el método fisico MC2, utilizando
como valores de referencia los indices de madurez determinados para cada parcela
experimental en dichas muestras, se incluye en la Figura 21. Como puede observarse,
los indicadores estadisticos muestran la buena aptitud del modelo obtenido. Estos
resultados son analogos a los previamente informados utilizando la misma técnica
(Cayuela y Pérez-Camino, 2010), coincidiendo con ellos en que ambos ponen de
manifiesto la viabilidad de la determinacion de indice de madurez en aceituna intacta.
Hay que destacar que esta técnica presenta la considerable ventaja de su rapidez
respecto a la determinacion por el método de referencia (Uceda y Frias, 1979), que es
bastante laborioso.

Interesa también observar que el rango de indice de madurez de la aceituna analizada en
este estudio no llegd en ninguna de las muestras al valor de 3, que corresponde al final
del envero. Puede observarse en la Figura 21 que la aceituna que muestra indices de
madurez inferiores a 2 es la mayor parte, habiendo sido recogida por lo tanto antes del
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inicio del envero. Recordemos aqui que la escala del indice de madurez esde 0 a7y
que la definicion de los valores de la escala inferiores a 2 consiste en diferenciar las
aceitunas de color verde intenso de las que presentan color de su piel verde amarillento.
Por lo tanto, si la aceituna se recoge en estadios de color verde intenso, la utilizacion
exclusiva de un criterio basado en el color no permite conocer si la aceituna en ese
momento ofrece la madurez deseable para proporcionar aceite de oliva virgen extra de
calidad optima y sin defectos debidos a un estado prematuro.

El criterio de decision del momento de recoleccion seguido en esta investigacion ha sido
analogo a la tendencia mayoritaria actual de los olivicultores, puesto que la recogida
temprana presenta considerables ventajas. Sin embargo, si se generaliza la recoleccién
de aceituna con indices de madurez inferiores a 2, como puede ocurrir en las
plantaciones sUper-intensivas, el aceite de oliva puede mostrar defectos por no estar la
aceituna lo suficientemente madura.

Como se ha indicado, actualmente la deteccion de estadios de aceituna prematura
presenta gran interés. Por ello se ha estudiado la evolucion de la composicion de &cidos
grasos de la aceituna entre los indices de madurez 0 y 3, expuesta previamente, con el
propdsito de investigar si es posible establecer un marcador bioquimico de recoleccion
basado en dicha evolucion y adicionalmente que este pueda medirse mediante NIR.
Interesa aclarar que los posibles defectos sensoriales del aceite de oliva obtenido de
aceitunas prematuras pueden proceder de compuestos de naturaleza distinta a la de los
acidos grasos, siendo hasta el presente muy limitada la informacion cientifica sobre esta
cuestion.
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Figura 21. Calibracion predictiva de indice de madurez
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4.7. Calibraciones predictivas de la composicion de acidos grasos

Los indicadores estadisticos de las calibraciones predictivas de la composicion de
acidos grasos del aceite de oliva extraido mediante los métodos Soxhlet y MC2 se
incluyen en la Tabla 8.

Se puede destacar la bondad de los indicadores obtenidos para las calibraciones
predictivas de los acidos gondoico, palmitoleico y oleico, considerando conjuntamente
los valores R%cv, R? y el numero final de muestras que ha participado en cada
calibracion, una vez que fueron eliminadas muestras que se identificaron como outliers.

De acuerdo con la revision bibliografica realizada, la disminucion del acido palmitico
parece ser uno de los hechos contrastados, asi como un pequefio aumento del acido
oleico. Sin embargo, ambos datos de la literatura contrastan con los obtenidos en este
estudio, que son contrarios, ya que hemos observado ascenso de los &cidos palmitico,
palmitoleico y linoleico, mientras que los acidos oleico y gondoico mostraron tendencia
descendente, como se expuso en el apartado 4.2. Estas circunstancias hacen pensar que
el conocimiento existente sobre la evolucion de la composicidn de acidos grasos en los
estadios de desarrollo de la aceituna previos al indice de madurez 3, y en especial para
aceituna Arbequina, es todavia limitado. Sin embargo, por analogia con un estudio ya
citado (Faouzi Sakouhi, et al., 2011), cabe pensar que la medida de la proporcion del
acido palmitico o del palmitoleico podrian llegar a ser buenos marcadores del estado de
madurez del fruto aconsejable para su recoleccion. En el caso de los datos de la
evolucion de los acidos palmitico y palmitoleico en este estudio, cabria la posibilidad de
sugerir la necesidad de que éstos alcancen proporciones minimas del 17% y 2%
respectivamente. Se necesita mas investigacion para establecer conclusiones.
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Soxhlet MC2

N=264 N =55

T N R? R%y SEC T N R2 R%@y SEC
Palmitico Abs 51 0,79 0,76 0,61 Abs 49 0,89 081 0,47
Palmitoleico  Abs 59 0,86 0,80 0,23 Abs 46 093 0,78 0,14
Estedrico D1SG 57 0,80 0,74 0,13 Abs 48 0,81 0,78 0,15
Oleico D1SG 58 0,89 082 084 Abs 49 0,88 0,77 0,79
Linoleico Abs 64 069 066 0,73 Abs 53 0,72 059 0,63
Araquidico  Abs 51 085 0,83 0,10 Abs 53 0,13 0,08 0,12
Linolénico  Abs 48 0,97 0,83 0,03 Abs 52 0,08 0,02 0,10
Gondoico Abs 60 0,93 0,87 0,08 Abs 48 055 0,36 0,05
Behénico Abs 57 0,80 0,77 0,06 Abs 13 0,97 0,92 0,02
Linol./Ole.  Abs 63 0,77 0,69 0,03 Abs 53 0,76 0,58 0,01

Tabla 8. Indicadores estadisticos de calibraciones predictivas de composicion
de acidos grasos del aceite extraido (%).

La evolucion quiza mejor contrastada corresponde al &cido linoleico, habiéndose
informado del aumento de su porcentaje a lo largo de la maduracion del fruto (Gutiérrez
et al., 1999; Beltran, 2000; Menz y Vriesekoop, 2010; Modi, et al., 1992; Arnon, et al.,
2011). Lo anterior estd de acuerdo con la evolucién del &cido linoleico observada en

este estudio.

4.7.1. Aceite extraido por el método Soxhlet

La Figura 22 muestra la representacion de la calibracion predictiva de &cido
palmitoleico, obtenida a partir de la composicion de acidos grasos del aceite extraido
mediante el método Soxhlet. Cinco muestras del total disponibles se identificaron como
outliers siguiendo el criterio indicado en la seccion 3.3., por mostrarse separadas
respecto al conjunto restante.
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Figura 22. Calibracion predictiva de la proporcion de acido palmitoleico.

La calibracion del acido oleico se representa en la Figura 23, mostrando buenos
indicadores estadisticos. Se utilizan los coeficientes cuadraticos de los estadisticos R y
Rcv por ser los habitualmente utilizados en anélisis multivariable. Conviene indicar que
por ejemplo el valor 0,86 de R? corresponde a R de 0,93.
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Figura 23. Calibracion predictiva de la proporcion de acido oleico
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Figura 24. Calibracion predictiva de la proporcion de &cido linoleico
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La calibracion predictiva obtenida para el &cido linoleico presentd estadisticos algo
inferiores a la anterior. Hay que destacar que aunque el conjunto de muestras en ésta
presentd una dispersion mas bien alta, no se identificd ninguna de las muestras como
outlier, por lo que en esta calibracion participo la totalidad de las muestras disponibles.
Esta puede ser la razon del buen comportamiento que ofrecid en el ejercicio de
validacion extrena, como se explica mas adelante.

La determinacion de la relacion entre los &cidos linoleico y oleico podria ser muy
interesante como marcador de recoleccion, ya que el aumento del &cido linoleico
durante la evolucion de la aceituna es el hecho mejor contrastado en la literatura. La
calibracion obtenida en este estudio para la estimacion de la relacion linoleico/oleico
(Figura 25) presenta un resultado aceptable para estimaciones que no exijan una alta
exactitud o precision.
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Figura 25. Calibracion predictiva de la relacion linoleico/oleico

Interesa destacar el resultado de la calibracion del &cido gondoico (Figura 26),
establecida a partir de la composicién de acidos grasos del aceite del método Soxhlet.
Siendo este uno de los &cidos grasos minoritarios, la calibracion muestra un grado de
bondad que sorprende, en términos relativos, con valores R? y R%cy de 0,93 y 0,87. El
namero de outliers identificado fue de 4, bajo respecto a las calibraciones obtenidas
para otros acidos grasos como palmitico, oleico y palmitoleico. EI conocimiento actual
que puede encontrarse en la literatura sobre la evolucion del &cido gondoico a lo largo
del desarrollo de la aceituna es muy reducido. Sin embargo, en este estudio ésta mostro
una tendencia descendente muy clara, de pendiente que podria ser homogénea en
ausencia del efecto de los diferentes tratamientos de riego aplicados a las parcelas, como
ya se ha sefialado. Por lo anterior, el acido gondoico, que presenta la particularidad de
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ser el dnico acido graso adicional al oleico en la suma de &cidos grasos
monoinsaturados del aceite de oliva, podria llegar a constituir un buen marcador de
recoleccion. Seria necesario un conocimiento mas extenso de la evolucion de éste acido
graso durante el desarrollo de la aceituna Arbequina de olivar superintensivo para en su
caso poder establecer esa conclusion con la necesaria base cientifica.
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Figura 26. Calibracion predictiva de la proporcién de acido gondoico

4.7.2. Aceite extraido por el método MC2

Hay que sefialar que el nimero de muestras para las que pudo llevarse a cabo la
determinacion de su composicién acidica en aceite extraido mediante el método MC2
(55) fue inferior a las del método Soxhlet (64), correspondiendo 7 de ellas a muestras
de aceituna tomadas en la plantacion experimental de la ETSIA (Universidad de
Sevilla) en diciembre de 2015 y enero de 2016. Dos de esas siete muestras se
identificaron como outliers en las calibraciones de los diferentes acidos grasos.

Los resultados obtenidos a partir del método fisico de extraccion fueron acordes con
los establecidos utilizando el método Soxhlet para las calibraciones de los &cidos
palmitico (Figura 27) y palmitoleico (Figura 28). Esto confirma que es viable la
metodologia basada en la extraccion del aceite de oliva con disolvente para la
determinacion de la composicion acidica.

Sin embargo mediante este método no fue posible establecer una calibracion viable
para el acido gondoico. En el caso del acido behénico cabe sefialar que los indicadores
estadisticos finales superaron a los de la calibracion Soxhlet, si bien se registro un alto
numero de outliers, lo que reduce considerablemente el valor de este resultado (Figura
29).
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4.8. Validacidn externa de las calibraciones

Los ejercicios de validacion externa de las calibraciones de composicion de
acidos grasos se llevaron a cabo Unicamente a partir de los resultados
establecidos a partir de la extraccion Soxhlet. En la Tabla se muestran los
indicadores estadisticos de los ejercicios de prediccion realizados para la
validacion externa de las calibraciones.

Método Soxhlet (N = 16)

Palmitico  Palmitoleico  Estedrico  Oleico  Linoleico  Araquidico  Linolénico  Gonddico  Behénico  Linol./Ole.

r 0,33 0,75 0,28 0,50 0,88 0,57 0,63 0,91 0,66 0,84
SEP 1,47 0,54 0,70 2,85 0,51 0,33 0,05 0,13 0,07 0,03

Tabla 9. Indicadores estadisticos de los ejercicios de validacion externa.

Como puede verse, en los ejercicios de prediccion realizados utilizando las
calibraciones de los &cidos gondoico (Figuran 30) y linoleico (Figura 31)
proporcionaron los mejores resultados. Como antes se indico, en el caso del
acido linoleico el resultado de la validacion mejora el que se esperaba a la vista
de los estadisticos de calibracion, lo que probablemente es debido a una mayor
robustez en términos relativos de dicha calibracién, ya que se integraron mejor
en ella la totalidad de las muestras que en las restantes. Estos resultados indican
que las calibraciones para los &cidos grasos antes destacados son la que ofrecen
mayor grado de confianza.

Lo mismo se puede decir para la relacion linoleico/oleico (Figura 32), que
presentd r 0,84. Este resultado es destacable, ya que dicha relacién podria
constituir uno de los marcadores mas adecuados del grado de madurez
conveniente para la recoleccién de la aceituna.

En la Figura 33 se incluye la validacion para &cido palmitoleico, que
proporciond el resultado mas satisfactorio después de las validaciones antes
comentadas.
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Tras estudiar la posibilidad de establecer un marcador bioquimico de recoleccion,
basado en la estimacién mediante espectroscopia NIR de la composicién de acidos
grasos de la aceituna Arbequina hemos obtenido las siguientes conclusiones:

En la calibracion obtenida para el indice de madurez, los indicadores estadisticos
muestran la buena aptitud del modelo obtenido. Esta técnica presenta la considerable
ventaja de su rapidez respecto a la determinacién por el método de referencia, que es
bastante laborioso.

Los indicadores estadisticos de calibraciones predictivas de porcentaje de &cidos grasos
indican que la evolucion mejor contrastada corresponde al &cido linoleico, coincidiendo
el aumento de su porcentaje a lo largo de la maduracién del fruto informado por varios
autores con los datos de este estudio.

Los resultados indican que las calibraciones para los acidos grasos gondoico y linoleico
son la que ofrecen mayor grado de confianza.

La determinacion de la relacion entre los &cidos linoleico y oleico puede ser muy
interesante como marcador de recoleccion, ya que el aumento del &cido linoleico
durante la evolucién de la aceituna es el hecho mejor contrastado en la literatura. El
ejercicio de prediccion realizado como validacidn externa de la calibracion para la de la
relacién linoleico/oleico presentd un estadistico r 0,84. Este resultado es destacable, ya
que esta relacion podria constituir uno de los marcadores mas adecuados del grado de
madurez conveniente para la recoleccion de la aceituna.

Hay que destacar asi mismo el resultado de la calibracion del acido gondoico, ya que
presenta la particularidad de ser el Gnico acido graso adicional al oleico en la suma de
acidos grasos monoinsaturados del aceite de oliva. Podria llegar a constituir un buen
marcador de recoleccion, aunque seria necesario un conocimiento méas profundo de la
evolucion de éste acido graso durante el desarrollo de la aceituna Arbequina de olivar
super-intensivo, para en su caso poder establecer esa conclusion con la necesaria base
cientifica.

Por lo anterior, los resultados obtenidos en este estudio confirman la hip6tesis de que
puede llegar a establecerse un marcador de recoleccion basado en las proporciones de
acidos grasos en la aceituna, aunque se necesita mas investigacion para poder establecer
conclusiones con suficiente base cientifica. Esta técnica puede ser de ayuda para
confirmar la suficiente madurez de la aceituna, en especial para estadios
correspondientes a valores del indice de madurez inferiores a tres.
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