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Resumen

El cultivo del olivo es una actividad agricola con una arraigada herencia historica
en Aragdn, cuyo territorio oleicola cuenta con diferentes zonas productoras. Esta
comunidad auténoma alberga principalmente variedades autdctonas de olivo en
plantaciones tradicionales, algunas de las cuales ain no han sido ampliamente
caracterizadas debido a su naturaleza minoritaria y local. Por otra parte, la calidad y
composicion quimica del aceite de oliva, ademas de su valor nutricional, estan
estrechamente ligadas a las caracteristicas de las aceitunas utilizadas, las cuales a su vez

dependen de factores externos.

Esta Tesis Doctoral tiene como objetivo caracterizar la diversidad de los aceites
de oliva virgen extra producidos en Aragon. Para ello, se ha llevado a cabo un estudio
exhaustivo mediante la caracterizacion fisicoquimica de los aceites de oliva obtenidos de
diversas variedades autdctonas de Aragoén y de diferentes zonas productoras. Se ha
demostrado la influencia de algunos factores agrondmicos intrinsecos como la genética,
el ambiente o de algunas prdcticas agrondmicas sobre el perfil lipidico de los aceites de
oliva virgen extra de clones de Empeltre y de otras variedades autdctonas consideradas,
y se ha establecido una trazabilidad geografica basada en compuestos especificos que
definen los aceites estudiados. Por otra parte, la mayoria de los aceites de oliva de la
variedad Empeltre analizados, asi como los aceites tempranos de la variedad Royal de
Calatayud, superaron el contenido en fenoles requerido por la legislacion europea para
poder declarar en su etiquetado que «los polifenoles del aceite de oliva contribuyen a la

proteccion de los lipidos de la sangre frente el dafio oxidativo».

El estudio realizado en esta Tesis Doctoral ha permitido resaltar las caracteristicas
fisicoquimicas y nutricionales singulares de los aceites de oliva virgen extra de Aragon,

poniendo en valor su identidad.
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1.1. SITUACION DEL SECTOR OLEICOLA

1.1.1. Origen del cultivo del olivo y su distribucidon geografica

El olivo (Olea europaea L.) es una especie arborea lefiosa de la familia botanica
Oleaceae. Su legado genético incluye miles de cultivares (europaea var. europaea) (Bartolini,
2008; FAO, 2010; Belaj et al., 2022) y acebuches (europaea var. sylvestris), como subespecie
europaea, ademds de otras cinco subespecies relacionadas (cuspidata, laperrinei,
cerasiformis, maroccana y guanchica) que se han distribuido en diferentes continentes
(Green, 2002; Kassa et al., 2019). Las seis subespecies se consideran recursos genéticos

primarios en los programas actuales de mejora del olivo cultivado (Besnard et al., 2018).

La historia de Olea europaea L. previa a su cultivo comienza a documentarse
arqueologicamente a través de los restos mas antiguos de olivo que fueron hallados en
el sitio arqueoldgico Achelense del Pleistoceno Medio o Paleolitico Inferior situado en
Gesher Benot Ya'aqov, en el sur del Levante, Israel. Estos restos corresponden a semillas,
polen y madera de olivo silvestre (Goren-Inbar et al., 2000; Van Zeist y Bottema, 2009).
Se considera que estos hallazgos muestran la recoleccion de aceitunas silvestres por
parte de los habitantes de los yacimientos arqueoldgicos mencionados. Langgut et al.
(2019) recabaron datos polinicos sobre la presencia de esta especie vegetal en la Cuenca
Mediterrdnea, en proporciones relativamente reducidas, durante el Holoceno temprano,

es decir, hace unos 10.000-7.000 afios.

El olivo cultivado (O. e. subsp. europaea var. europaea) fue uno de los primeros
arboles en ser domesticado (Zohary y Spiegel-Roy, 1975). Esta genéricamente aceptada
la domesticacion del olivo silvestre (O. e. subsp. europaea var. sylvestris), también
conocido como acebuche u oleaster, como el origen del cultivo del olivo mediterraneo.
Aunque sigue existiendo cierta controversia sobre el proceso y su distribucion geografica
(Figura 1.1) (Diez et al., 2015; Besnard y Rubio de Casas, 2016; Besnard et al., 2018;
Langgut et al., 2019).
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Figura 1.1. Debate sobre la historia evolutiva y domesticacién del olivo. Distribucién de los
recursos genéticos de olivos silvestres y cultivados en la Cuenca Mediterranea (A: Besnard et al.,
2013; B: Diez et al., 2015). Fuente: Besnard et al., 2018.

La domesticacion del acebuche, como principal progenitor del olivo cultivado, se
ha situado geograficamente en el Levante meridional mediterraneo (Siria-Turquia), hace
unos 6.000 anos, como atestiguan las pruebas palinoldgicas, arqueoldgicas,
arqueobotanicas, y moleculares (Zohary y Spiegel-Roy, 1975; Liphschitz et al., 1991;
Kaniewski ef al., 2012; Langgut et al., 2019). Posteriormente, la difusion del cultivo del
olivo desde el este hacia el oeste de la Cuenca Mediterrdnea ocurri6 paulatinamente con
las sucesivas migraciones y expediciones comerciales de las distintas civilizaciones
(fenicios, griegos, etruscos, romanos y drabes), y que convivieron con la poblacion

autdctona.

En la Peninsula Ibérica, los andlisis morfométricos aplicados a huesos de aceituna
silvestre y cultivada hallados en excavaciones arqueoldgicas evidencian el inicio del
cultivo del olivo en el Neolitico, con practicas de cultivo mds exitosas y selectivas
durante la Edad del Bronce (Terral et al., 2004). Aunque fue durante el Imperio romano
cuando su cultivo definitivamente se expandié por la Peninsula dado el interés
agrondmico y econdmico tanto de su fruto como de su aceite (Buxo, 2005;
Rodriguez-Ariza y Montes, 2010), confirmando a Hispania como el mayor proveedor de
aceite de oliva del Imperio. Tras la caida de la hegemonia romana, la olivicultura y
produccion de aceite de oliva sufrid un retroceso en la Peninsula Ibérica en los inicios de
la Edad Media hasta la irrupciéon de los arabes, los cuales introdujeron nuevas

variedades de olivos por el sur peninsular.
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En el transcurso del siglo XV, y seguidamente al descubrimiento de América, el
olivo traspaso las fronteras de la Cuenca Mediterranea extendiéndose su cultivo al otro
lado del Atlantico. El olivo fue uno de los primeros cultivos introducidos por Espafa en
el continente americano tal y como atestiguan los documentos conservados en el Archivo

de Indias de Sevilla, Espana (Vilar y Pereira, 2018).

En el tiempo actual, el cultivo del olivo se ha extendido a otras regiones no
mediterraneas, aunque principalmente bajo climas del tipo mediterraneo, caracterizado

por veranos calidos y secos e inviernos templados (Figura 1.2).

Figura 1.2. Distribucion del cultivo del olivo en la actualidad, entre las latitudes 30° y 40° de los
hemisferios norte y sur (Civantos, 2009). Imagen: Coosur.

1.1.2. Diversidad genética

La domesticacion del olivo, aunque es probable que se iniciara mediante
reproduccion sexual, se ha caracterizado por la propagacion vegetativa selectiva de los
individuos mas sobresalientes. Inicialmente, las técnicas aplicadas fueron
procedimientos sencillos y la propagacion posterior se habria realizado a gran escala

mediante la clonacidn (Diez et al., 2011; Belaj et al., 2010).

Como resultado, y de forma generalizada, se obtuvieron cultivares locales
asociados a regiones especificas que fueron principalmente seleccionados segin sus

rasgos agronomicos o fenotipicos (productividad, tamafio del fruto y contenido de
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aceite) o por su adaptacion al medio (Barranco, 2008; Belaj et al., 2010). Este proceso
conllevd inicialmente una pérdida considerable de diversidad genética en el olivo
cultivado frente a su ancestro silvestre, el oleaster o acebuche, ya que la mayoria de los
cultivares tradicionales actuales han resultado de un ntiimero restringido de individuos
iniciadores (Lumaret et al., 2004; Barranco, 2008; Rugini et al., 2011; Besnard et al., 2018;).
Una vez que los genotipos destacados se fijaron clonalmente, estos pudieron difundirse
por migracion a otras regiones o paises. En algunos casos, esta difusion dio lugar a una
confusion en la identidad y en la nomenclatura de las variedades que perdura en la
actualidad (Diez et al., 2015), con casos de sinonimia y homonimia dentro y entre paises
(Belaj et al., 2022). Pero lo habitual fue el confinamiento de los cultivares a sus zonas
iniciales de origen, ya sea por desconocimiento del comportamiento del cultivar en
distintos ambientes o por la inviabilidad de los sistemas tradicionales de propagacion
vegetativa (Barranco et al., 2005). La variedad local «Cirujal», ubicada en Calatayud
(Aragén, Espafa), y sinonimia de «Safrawi», es un claro ejemplo de sinonimia entre

paises como puede apreciarse en la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Areas geogréficas de distribucién de los casos de sinonimia de la variedad «Safrawi»
en la Cuenca Mediterrénea (Belaj et al., 2022).

La diversidad del olivo cultivado se estima en alrededor de 1.200 variedades por
todo el mundo con mas de 3.000 nomenclaturas diferentes (Rallo ef al., 2005). Sin

embargo, pocas de ellas se cultivan hoy en dia y mas auin en la coyuntura actual de un
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mercado globalizado. La Peninsula Ibérica ha sido identificada como una de las zonas
con mayor diversidad genética en el olivo (Belaj et al., 2010; Rubio de Casas et al., 2006),
con unas 272 variedades cultivadas de olivo catalogadas en 2005 (Barranco et al., 2005).
En 1970, con la finalidad de mitigar la pérdida de germoplasma, ademas de facilitar la
mejora genética de los cultivares, se iniciaron los programas de prospeccion y
catalogacion de variedades en Espafia. Uno de los logros fue la creacion del primer Banco
Mundial de Germoplasma del Olivo de Cérdoba (BGMO) (Rallo et al., 2005; Belaj et al.,
2022; El Bakkali et al., 2019). Desde entonces, la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) da cifra de 2629 accesiones mundiales en
bancos de germoplasma de olivo, tanto mundiales como nacionales y regionales (FAO,

2010).

La revolucion del olivar en Espana acontecida en los tltimos afos, después de su
modernizacion, estd siendo el cultivo en sistemas intensivo y superintensivo. Esta
circunstancia esta reduciendo enormemente la diversificacion de variedades a aquellas
mas iddneas para su recoleccion mecanizada por su menor porte y vigor. Por el
contrario, las amenazas actuales como el cambio climatico y la aparicion de
enfermedades (ej. Xylella fastidiosa) exigen el mantenimiento de la diversidad del olivar

con el fin de la preservacién de su cultivo.

1.1.3. Importancia y situacion actual del sector oleicola
1.1.3.1. Cultivo del olivo

1.1.3.1.1.  Superficie cultivada

El olivo es un cultivo oleaginoso, lefioso y principalmente de secano, ain muy
focalizado en su zona tradicional de cultivo. Sin embargo, el auge que esta
experimentado el consumo del aceite de oliva en los ultimos afios, por su alta calidad y
reconocidas propiedades saludables, ha impulsado nuevas plantaciones en paises como
Australia, Chile o China ademas del incremento en hectareas en los paises con tradicion

oleicola (COI, 2023). Hoy en dia, la olivicultura se encuentra presente en 58 paises
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distribuidos en 5 continentes. Ocupa aproximadamente 10,3 millones de hectareas de las
cuales el 95% se sitian en la Cuenca Mediterranea, el 25% en Espafia (FAO, 2021)

(Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Distribucién mundial de la superficie del olivar en la campana 2021/22.

Pais Hectareas Proporcion (%)
Espafia 2.623.290 25
Tunez 1.280.811 12
Italia 1.129.000 11
Marruecos 1.104.083 11
Turquia 889.168 9
Grecia 819.060 8
Reptiblica Arabe Siria 693.106 7
Otros 979.243 9
Total, mundial 10.338.179 100

Fuente: Elaboracién propia a partir de los datos de la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAQ, 2021).

En Espania, el cultivo del olivo ocupa més de 2,5 millones de hectareas (MAPA,
2021a). Esta cifra sigue en continuo crecimiento (10.700 ha/afio desde 2003) (Figura 1.4)
desde los inicios de la reconversion del olivar tradicional en los anos 80, a causa de su
baja rentabilidad, en nuevas plantaciones mecanizables, con menores marcos de

plantacion y mayor productividad (Civantos, 2008).
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Figura 1.4. Evolucion de la superficie de olivar cultivado en Espafia desde 2003. Fuente:
elaboracion propia a partir de datos del Anuario de Estadistica. Ministerio de Agricultura, Pesca
y Alimentacion (MAPA, 2021a).
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Las hectareas cultivadas en Espafia se encuentran repartidas por todo el territorio
peninsular, a excepcion de Cantabria y Asturias. Las comunidades con mayor superficie
de olivar de almazara son Andalucia (63,0%), Castilla-La Mancha (15,5%), Extremadura
(8,1%), Cataluiia (4,4%), Comunidad Valenciana (3,8%), Aragon (2,0%) y Madrid (1,0%)
(MAPA, 2021a). El aumento en la superficie cultivada no ha sido homogéneo en las
distintas comunidades autonomas espanolas. Desde 2005, la mayoria de las regiones han
aumentado las hectareas destinadas al olivar a excepcion de Cataluna y la C. Valenciana,
dos zonas oleicolas muy importantes, que destacan en su retroceso (10% y 9%
respectivamente desde 2005). Otras, en cambio, han apostado claramente por el olivar
aumentando su cultivo, como Canarias y el Pais Vasco, aunque su aportacion es minima
al conjunto esparol, o como Navarra y La Rioja. El incremento que realmente afecta a la
superficie del olivar espafol se sitia en tres de las seis comunidades auténomas con
mayor superficie destinada al olivar en Espafia: Castilla-La Mancha (+7%), Aragon (+7%)

y, sobre todo, Andalucia (+10%) (MAPA, 2021a).

En cuanto a la distribucion del olivar en secano y regadio en Espana, claramente
el olivo es un cultivo de secano (78%) y destinado principalmente a almazara (95%)
(Tabla 1.2), aunque existen variedades como Empeltre que responden a un cultivo para

doble aptitud (mesa y almazara).

Tabla 1.2. Superficie en plantacion regular y produccion del olivar espafiol durante la
campana 2020/2021.

Superficie y produccidn del olivar espaiiol

Secano Regadio Produccion
Cultivo ha % ha % t %
Aceituna de almazara 1.902.408 78 550.161 22 7.684.413 95
Aceituna de mesa 138.932 81 32.220 19 385.570 5
Total 2.041.340 78 582.381 22 8.069.983 100
Elaboracion propia. Fuente: Anuario de Estadistica. Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién (MAPA,

2021a).

1.1.3.1.2. Variedades de olivo en Esparia

Las primeras descripciones sobre las variedades que se cultivaban antiguamente

en Espafia fueron realizadas en el siglo I d.C. por Columela, agronomo hispano de la
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Antigua Roma, en su libro De re rustica («Los trabajos del campo») que agrupaba doce
libros sobre agricultura. Este autor ya entonces describié diez variedades de olivo
cultivados en Hispania: Pausia, Algia, Sergia, Naevia, Culminiana, Orchis, Regia, Circites y
Murtes. La trazabilidad de estas denominaciones se ha perdido a lo largo de la historia

del cultivo del olivo.

La antigiiedad de las variedades de olivo actuales en Espania, al igual que en otros
paises, se remonta al inicio de su cultivo y su difusion suele estar restringida en torno a
su lugar de origen. La confusion en las denominaciones de los cultivares, causadas por
homonimias y sinonimias, han dificultado los trabajos de catalogacion varietal. Las
técnicas actuales basadas en marcadores moleculares EST-SNP (Belaj et al., 2022) han
supuesto un inmejorable avance en la identificacion varietal. En 2008, fueron 272 las
variedades tradicionales identificadas y catalogadas en Espafa. Seguin su importancia y
difusion fueron clasificadas en: variedades principales (24), secundarias (24), difundidas
(50) y locales (174) (Barranco, 2008). La Figura 1.5 representa la distribucion geografica
de algunas de las variedades principales, mayoritariamente en su zona de origen

(excepto Empeltre).

1 - Argudell

2 - Arbequina

3 - Empeltre

4 - Morrut

5-Farga

6 - Villalonga

7 - Changlot real

8- Blanqueta

9 - Alfafara

10 - Castellana

11 - Lechin de Granada
12 - Picual

13 - Cornicabra

14 - Alorena

15 - Hojiblanca

16 - Lechin Sevilla

17 - Manzanilla

18 - Verdial Huévar

19 - Verdial Badajoz
20 - Manzanilla Cacerefa

Figura 1.5. Distribucion geografica nacional de algunas de las principales variedades de olivo.
Fuente: https://www.olioly.com/
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Picual es la variedad principal con mayor namero de hectareas cultivadas en
Espana (860.000 ha) (Jaén: 98%) seguida por las variedades Cornicabra (270.000 ha) y
Hojiblanca (220.000 ha) (Barranco, 2008). Empeltre (72.000 ha) y Arbequina (71.000 ha),
variedades principales situadas entre las diez primeras en cultivo, estan muy

presentes en la olivicultura tradicional de Aragon.

En los altimos afios, el desarrollo de los viveros y de los métodos de propagacion
vegetativa ha modificado el panorama de distribucion de variedades y la estabilidad de
la estructura varietal en las diferentes zonas oleicolas tradicionales. Un claro ejemplo es
el cultivo de variedades como Picual y Arbequina. Estas dos variedades han destacado
por su alta productividad, precocidad y rendimiento graso, ademds de por su
adaptabilidad al medio (Rallo et al., 2005). La introduccién de nuevas variedades mejor
adaptadas a los requerimientos de los nuevos cultivos, obtenidas a través de programas

de mejora genética, es la muestra mas actual de la alteracion regional varietal.

1.1.3.1.3. Mejora genética del olivo.

La mayoria de las variedades tradicionales no retinen en un mismo cultivar las
mejores caracteristicas agrondmicas y tecnoldgicas por lo que la mejora de las variedades
actuales o la obtencion de nuevas variedades son el fin de los programas de mejora
genética. Para lograrlo, se realiza la prospeccion e identificacion de variedades y
posterior valoracion de sus caracteristicas, tanto agrondmicas como tecnoldgicas.
Periodos de maduracion, productividad, rendimiento graso, contenido en 4cido oleico,
estabilidad del aceite, resistencia al repilo y a la verticilosis, y tuberculosis, son algunas
de las caracteristicas evaluables en la busqueda del «supercultivar». En las plantaciones
intensivas o superintensivas actuales, ademds de estas caracteristicas también son

deseables otras como el porte reducido.

La valoracion de una variedad en términos agrondmicos y oleotécnicos requiere
de la evaluacion de los factores genéticos y ambientales, ademas de la interaccion entre
ambos componentes, en la expresion de los caracteres principales para determinar su

contribucion a la calidad y productividad de la variedad en cuestion (de la Rosa et al.,
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2013; Navas-Lopez et al., 2019; Serrano et al., 2021). En el caso en que el genotipo o
variedad sea dominante en la expresion de un cardcter, la variabilidad de la medida del
caracter es menor. Por lo tanto, el nimero de repeticiones a realizar por variedad en un
ensayo no es tan critico como cuando el efecto ambiental tiene una mayor importancia,
ya que recopilar informacion sobre el comportamiento de la variedad es mucho mas
sencillo. Si el efecto del componente ambiental es importante, la variabilidad en la
medicion del caracter en estudio puede aumentar considerablemente, por lo que se
deben considerar multiples repeticiones en diferentes arboles, localizaciones y
campanas. En cambio, si la interaccién entre ambos componentes domina, la respuesta
en la expresién del cardcter evaluado es muy variable y se requieren ensayos
comparativos para obtener resultados precisos (Barranco, 2008). Sin embargo, es
importante sefialar que los ensayos comparativos suelen ser algo limitados en ntimero.
Como ejemplo, los aceites de la variedad Arbequina cultivada en Argentina, fuera de su
area de origen en Espafa, presentan contenidos muy bajos en 4cido oleico, llegando
incluso a situarse por debajo de los limites establecidos para ser considerado un aceite
de oliva (Ceci y Carelli, 2007). El cultivo de Arbequina fuera de su origen no fue
precedido por ensayos comparativos. Los ensayos comparativos realizados entre
Cataluha y Andalucia demostraron que la variedad Empeltre presenta menor
plasticidad en comparacion con las variedades Arbequina o Picual ya que su producciéon
resultd ser mas elevada en las zonas interiores del valle del Ebro (zona de origen de
Empeltre), y mds reducida en la zona costera del Mediterrdneo y Jaén. Por otro lado, la
variedad Arbequina demostré una buena capacidad de adaptacion a las localidades en
que se realizaron los ensayos comparativos, si bien se observé una mayor concentracion
de 4cido oleico en Jaén que en el sur de Cataluna (zona de origen de Arbequina), lo que
confirmé la existencia de variabilidad en esta caracteristica segin la zona de cultivo

(Tous y Romero, 1994).

Una técnica utilizada en la mejora genética es la seleccion clonal. Consiste en la
eleccion de individuos genética o sanitariamente superiores dentro de una misma
variedad bien conocida, para posteriormente propagarlos vegetativamente. Esta técnica

permitiria una mejora inmediata, al lograr una rapida difusion del clon seleccionado en
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el drea de cultivo de dicha variedad. Posteriormente, los individuos preseleccionados
(considerados potenciales cabezas de clon) son evaluados mediante ensayos
comparativos antes de proceder a la seleccion final del clon. Uno de los mayores éxitos
en cuanto a la seleccion clonal y su comercializacion ha sido el clon i-18® de la variedad
Arbequina obtenido por el Instituto de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria
(IRTA) de Cataluna. Otras selecciones clonales de éxito comercial, también seleccionadas
por el IRTA, han sido los clones i-43® y i-38® de las variedades Arbosana y Koroneiki

respectivamente (Tous et al., 2000a, 2000b, 2002).

En los dltimos afos, los programas de mejora genética han experimentado
notables progresos gracias al desarrollo de diversas técnicas moleculares avanzadas
(Figura 1.6). Estos programas se basan fundamentalmente en el cruzamiento selectivo
entre progenitores que poseen rasgos genéticos sobresalientes, con el objetivo de
transferir estos rasgos a las nuevas variedades. Una vez obtenidas las progenies
resultantes, se realizan ensayos comparativos entre estas y las variedades estandar del

area oleicola seleccionada para evaluar su rendimiento y caracteristicas de interés.
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Figura 1.6. Esquema de obtencién de nuevas variedades mediante mejora genética. Fuente:
https://www.todolivo.com/
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Selecciones procedentes de programas de mejora genética se encuentran hoy en
dia en ensayos comparativos para evaluar tanto sus caracteristicas agronémicas como la
calidad de sus aceites (de la Rosa et al., 2013; Navas-Lopez et al., 2020; Serrano et al., 2021).
Un ejemplo de variedad obtenida mediante mejora genética es la variedad Sikitita (Rallo
et al., 2008), procedente del cruzamiento entre las variedades Picual (parental femenino)
y Arbequina (parental masculino), o la recién obtenida Sultana, cruce entre Arbosana
(parental femenino) y Sikitita (parental masculino) (Olimerca, 2023), ambas para olivar

en seto o plantaciones de alta densidad, actual tendencia en el sector oleicola.

1.1.3.2. Produccién y consumo de aceite de oliva

1.1.3.2.1. Mercado internacional

El 87% de la produccion mundial de la aceituna se destina a la elaboracion del
aceite de oliva (Vilar y Pereira, 2018). La produccién mundial de aceite de oliva se ha
duplicado en los ultimos 30 afios, a razon de 52.000 toneladas/afo. La Figura 1.7 muestra
la tasa de variacion en la produccion de aceite de oliva respecto a la camparfia 1990/91,
con un incremento importante en el periodo comprendido entre los afios 1990 a 2004.
Tras una breve estabilizacion, la tendencia del actual sector productor de aceite de oliva
es ascendente a pesar de tres campanas nefastas para el sector (2012/13, 2014/15 y
2016/17). El caracter vecero del cultivo del olivo incide sobre la variacion anual en la

produccion del aceite de oliva.

En la campana 2020/21, se alcanzaron los 3,02 millones de toneladas de aceite de
oliva (datos definitivos; COI, 2023), lo que representd un 1,6% de los aceites vegetales
producidos en el mundo (FAQ, 2021). Los principales paises productores del mundo
fueron Espafia, con un 46% de la produccion mundial, seguido de Grecia (9,11%), Italia
(9,06%) y Turquia (6,4%), todos ellos situados en la Cuenca Mediterranea y con larga
tradicion oleicola (datos definitivos; COI, 2023). Espafia se ha consolidado como

principal pais productor desde hace mas de 20 campanas.
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Figura 1.7. Variaciéon en la producciéon mundial de aceites de oliva desde 1990. Fuente:
elaboracion propia a partir de datos del Consejo Oleicola Internacional (COI, 2023).

El consumo del aceite de oliva tradicionalmente se ha concentrado en los paises
productores. La tendencia observada en los ultimos 15 anos refleja un aumento
considerable en el consumo de aceite de oliva en los paises situados fuera de la Cuenca
Mediterrdnea, no productores, de forma simultdnea a la estabilizaciéon de su consumo

en los principales paises productores (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Evolucion de consumo mundial de aceite de oliva desde 1990. Fuente: elaboracién
propia a partir de datos del Consejo Oleicola Internacional (COI, 2023).

43



Introduccion

Tradicionalmente, los principales paises consumidores han sido Italia, Espafia y
Grecia, en el orden descrito, al ser un producto de consumo de cercania. La globalizacion
de los mercados y los cambios en las tendencias en el consumo definen hoy en dia a
Espafa como lider en consumo (17%,541.100 t), seguida de cerca por Italia
(13%, 418.600 t) y Estados Unidos (12,3%, 389.000 t). Turquia (4,7%, 150.000 t) y Grecia
(3%, 110.200 t) suelen disputarse el cuarto puesto (datos definitivos campana 2020/21,
COI2023). Desde 2005, la Union Europea adolece de una disminucion en el consumo de
aceites de oliva (-30%), principalmente causada por Italia y Grecia, pero compensada por
la aparicion de nuevos mercados como Chile (14.000 t) y China (53.000 t) y el incremento
de otros como Estados Unidos (+43%), Japon (+49%), Canada (+48%), Australia (+38%) y
Brasil (+76%) los cuales deben importar la practica totalidad del aceite que consumen

(datos definitivos campana 2020/21; COI, 2023).

1.1.3.2.2.  Mercado nacional, Espafia

La evolucion en toneladas de aceites de oliva virgen en Espana ha sufrido, en los
ultimos 10 afios, grandes oscilaciones debido a las malas campafias oleicolas acontecidas
en los afios 2012 y 2014 (Figura 1.9). Estos hechos se ven reflejados también en las
variaciones de la produccion mundial al ser el Espana el primer productor (Figura 1.7).

A pesar de ello, se aprecia la estabilidad en la produccién oleicola nacional.
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Figura 1.9. Evolucién de la produccidn total de aceite de oliva virgen (extra, virgen y lampante)
en Espafa. Periodo 2010/11 a 2020/2021. Elaboracidon propia. Fuente: datos definitivos del
Anuario de Estadistica. Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién (MAPA, 2021a).
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El reparto de la produccion de aceite de oliva segtiin comunidades autéonomas no
es homogéneo. Andalucia es la comunidad auténoma por excelencia en produccion de
aceite de oliva (2020:1.094.318t), seguido de lejos por Castilla-La Mancha
(2020: 117.475 t), Extremadura (2020: 50.374 t), Cataluna (2020: 28.136 t), C. Valenciana
(2020: 25.201 t), Aragén (2020: 12.624 t) y R. de Murcia (2020: 11.527 t). Aunque la gran
mayoria de regiones estan experimentando grandes incrementos en su producciéon
(Tabla 1.3), la influencia del peso de estos incrementos en el total de Espafia es minimo

debido a la magnitud del olivar andaluz.

Tabla 1.3. Evolucion de la produccion de aceite de oliva en Espana segin comunidades
autonomas durante el periodo 2010/11 a 2019/20 y tasa de variacion.

Produccion aceite de oliva en Espana(t)

CCAA 2010/11-2014/15 2015/16-2019/20 tasa variacion (%)
Andalucia 1.016.230 1.094.796 +8
Castilla-La Mancha 96.457 113.049 +17
Extremadura 44,725 67.678 +51
Cataluna 32.276 28.358 -12
C. Valenciana 23.088 24.359 +6
Aragon 11.287 13.697 +21
R. de Murcia 7.644 10.910 +43
Navarra 3.504 4.543 +30
Madrid 4.816 3.878 -19
La Rioja 1.638 2.502 +53
Castillay Ledn 1.678 1.573 -6
Baleares 461 591 +28
Canarias 39 125 +217
Pais Vasco 104 72 -31
Galicia 91 38 -58
Cantabria - - -
P. de Asturias - - -
Total, Espaia 1.244.091 1.366.155 +10

Elaboracién propia. Fuente: Datos definitivos de Anuario de Estadistica. Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion (MAPA, 2021a).

1.1.4. Laolivicultura en Aragdén

Desde antafio, el cultivo del olivo ha sido una practica tradicional, reconocida y
muy arraigada en las tierras aragonesas. Los olivares que bordeaban el discurrir del rio
Ebro hasta su desembocadura hicieron que los romanos conocieran a este rio como

Oleum Flumen, rio del aceite. Esta descripcion del Valle del Ebro la recoge en su obra Ora
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Maritima («Las costas maritimas») el poeta y gedgrafo romano Avienus en el siglo IV,

inspirada en textos griegos y romanos del siglo VI a.C.

Aunque las cifras actuales del sector olivicultor en Aragdn, en cuanto al cultivo
del olivo y produccion de aceites de oliva, no alcancen a las de otras regiones espafiolas,
los aceites de oliva de esta comunidad autonoma son muy apreciados en los mercados
nacionales e internacionales debido a su alta calidad y a su diferenciacion respecto a

otros aceites con mayor produccion.

1.1.4.1. Situacion actual

El olivo en Aragon es uno de los cultivos lefiosos mds importantes. En el afio 2020
ocupd un 3,8% de la superficie agricola de Aragoén, un total de 49.226 ha (2,0% de la
superficie oleicola espafiola) (Gobierno de Aragdn, 2023a). El olivar aragonés tuvo un
periodo de declive importante y amplio en el tiempo del que todavia no se ha
recuperado. En 1963, su superficie oleicola alcanzo las 91.000 ha, aunque llegd a
reducirse a la mitad a causa del arranque de viejos olivares (Civantos, 2008). En los
ultimos afios, ha habido un ligero repunte del olivar en Aragon (Figura 1.10) causado
por nuevas plantaciones (2021: 1.982 ha de olivar joven (3,3%), aunque el ritmo es
inferior respecto a otras comunidades auténomas con olivar tradicional como

Extremadura (6,2%), Andalucia (7,3%) o Castilla-La Mancha (9,6%) (MAPA, 2021b).
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Figura 1.10. Evolucion de la superficie de olivar cultivado en Aragén desde 2005. Fuente:
elaboracion propia a partir de datos definitivos del Anuario de Estadistica. Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA, 2021a).
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Respecto a la distribucion del olivar aragonés en provincias, el 50,7% se localiza
en Teruel (24.966 ha), mientras que Zaragoza y Huesca se reparten el 29,9% (14.708 ha)
y el 19,4% (9.552 ha) respectivamente (MAPA, 2021a). La estabilizacion o ligero ascenso
que disfruta la olivicultura en Aragén contempla diferentes manifestaciones segun la
provincia. La tasa de variacidn actual respecto a la superficie del olivar en 2005 informa

incrementos en las tres provincias (Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Evolucion de la superficie de olivar de almazara en las provincias de Aragon.
Plantacion regular y tasa de variacion sobre la base de 2005.

Superficie total en plantacién regular (ha)

CCAA 2005 2010 2015 2020 tasa variacion (%)
Huesca 8.713 7.822 7.078 9.552 +10
Teruel 23.256 23.900 24.249 24.966 +7
Zaragoza 14.017 15.221 14.941 14.708 +5
Total, Aragon 45.986 46.943 46.268 49.226 +7

Elaboraciéon propia. Fuente: datos definitivos del Anuario de Estadistica. Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion (MAPA, 2021a).
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Figura 1.11. Distribucion del olivar (ha) por comarcas en el afio 2017. Elaboracion propia. Fuente:
datos SIGPAC, Gobierno de Aragdn (https://www.aragon.es/-/estadisticas-agricolas).
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Las comarcas del Bajo Aragdn y Matarrafia, seguidas por Bajo Aragén-Caspe y
Somontano de Barbastro, son los territorios con mayor superficie de olivar en Aragon, si
se realiza una visualizacion de la distribucion del olivar aragonés mucho mas minuciosa

segun el territorio comarcal (Figura 1.11).

El cultivo del olivo ha sido tradicionalmente en secano, pero a su vez es el menos
productivo. En Aragdn, el 74,9% de la superficie oleicola se cultiva en secano, un
porcentaje ligeramente inferior al conjunto de Espana (77,6%). La evolucion del secano
estd en retroceso en favor del regadio en Aragén (Figura 1.12), a un ritmo menor que la
observada en otras comunidades autéonomas con olivares tradicionales como
Extremadura o Andalucia, que apuestan por plantaciones en intensivo o superintensivo
en mayor medida que Aragon. Zaragoza es la provincia que mas ha apostado por el
regadio (2020/21: 55%) mientras que Teruel sigue cultivando en secano principalmente
(2020/21: 91%) lo que se traduce en un menor rendimiento en la productividad de las

explotaciones oleicolas.
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Figura 1.12. Comparativa en la evolucidn del tipo de cultivo del olivo en las provincias Zaragoza,
Teruel y Huesca durante el periodo 2005-2020 (MAPA, 2021a).

La produccién de aceite de oliva en Aragédn se realiza a través de sus 103
almazaras distribuidas en las tres provincias (Huesca: 28, Teruel: 32, Zaragoza: 43) de las
cuales un 52% son cooperativas agrarias, un porcentaje similar al resto de comunidades
autonomas (MAPA, 2023a). Desde 2010, el aceite de oliva en Aragon ha experimentado

un incremento en su produccion, aunque de forma desigual entre provincias (Tabla 1.5).
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El ligero incremento que ha experimentado el cultivo del olivo en regadio (Figura 1.12),
acompanado quizas de la intensificacion del cultivo que suelen experimentar hoy en dia

las nuevas plantaciones, podrian ser las causantes de las diferencias.

Tabla 1.5. Evolucion de la produccion de aceite de oliva en Aragon y tasa de variacion,
segun provincias, durante el periodo 2010/11 a 2019/20.

Produccion aceite de oliva en Aragon (t)

Provincias 2010/11-2014/15 2015/16-2019/20 tasa variacion (%)
Zaragoza 5.382 7.264 +35

Teruel 4.041 4.056 0

Huesca 1.864 2.378 +28

Total, Aragon 11.287 13.697 +21

Elaboraciéon propia. Fuente: Datos definitivos del Anuario de Estadistica. Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentaciéon (MAPA, 2021a).

La evolucion anual en la produccion de aceite de oliva virgen en Aragon, y
detallada en sus tres provincias, se observa en la Figura 1.13. La exigua campana
nacional de 2012 también se sufrié en Aragon, a diferencia de la campana de 2014, pero
en mucha menor medida en Zaragoza respecto a Teruel. Quizds por su menor

dependencia climatoldgica debido al mayor niimero de hectdreas de olivar en regadjio.
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Figura 1.13. Evolucién anual de la produccion total de aceite de oliva virgen (extra, virgen y

lampante) en Aragoén y sus provincias. Periodo 2010-2019. Elaboracion propia. Fuente: Datos del
Anuario de Estadistica. Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA, 2021a).
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En cuanto a la calidad de los aceites de oliva producidos en Aragon, la
comunidad autonoma produce mayoritariamente aceites de la categoria comercial mas
alta (74%), virgen extra, seguido de los aceites de oliva lampantes. Esta tltima categoria

ha desplazado del segundo lugar al aceite de oliva virgen en los ultimos afios.

1.1.4.2. Variedades de olivo en Aragon

Algunas de las variedades principales de Aragdén ya fueron descritas o
referenciadas en tratados de la época por autores ilustres de los siglos XVII-XVIII,
cuando el olivo como cultivo alcanzé gran importancia en Aragon. En 1798, el botanico
I. Jordan de Asso ya diferencio y describid dos variedades principales de olivo cultivadas
en las tres provincias de Aragon: Empeltre y Royal (de Asso, 1798). En su obra, este autor
subray¢ la calidad sobresaliente de los aceites de Empeltre y el incremento de nuevas
plantaciones de esta variedad frente al abandono de la variedad Royal. Ademas, se
refirié a la obra escrita por el jurista Gerénimo Ardid en 1646, Restauro de la agricultura y
destierro del ocio, primera obra impresa en Aragdén que tratd especificamente sobre
agricultura en la que se describe la importancia de la variedad Empeltre («olivos
ingertos») la cual es el resultado de «la injertacion repetida», método «inventado por los
aragoneses» («...oleas ex iterata insitione provenientes, quas nos Empeltres vocamus: atque

hujus methodi (ab Aragonensibus invente) ...»).

Aragon, al igual que el resto de Espana, no ha estado exento de dificultades en la
identificacion y catalogacion de sus variedades autdctonas. Muchas de las
denominaciones tradicionalmente adjudicadas a las variedades aragonesas eran
referencias hacia alguna caracteristica que las diferenciaba como la forma, color o uso
del fruto incluso su lugar de origen. Tal fue asi en la descripcion realizada por Alberto
de Megino sobre las variedades mas conocidas en Aragén en 1804: Royal, Negral,
Sevillano, Racimillo o Uva, Acebuche, Picudillo, Verdillo, Cirujal o Largal y Zuequillo o
Empeltre (de Megino, 1804). En fechas similares, el oscense Félix de Azara catalogo6 y
realizo la descripcion morfoldgica sobre 10 variedades cultivadas en Alquézar (Huesca),
algunas de ellas actualmente con producciones muy locales en Huesca (Aragén), en su

informe sobre Los olivos de Alquézar y sus aldeas (Vifiuales et al., 2013). Este autor utilizo
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el nombre local para enumerar las variedades. Estas fueron Manzanilla (Alquezrana),
Cerecera (Royeta), Negral (Neral), Pansefia (Pansefiera), Mochuta (Mochuto), Grosal,
Olivonera, Verdefia (Royal de Calatayud), Minutesa y Rebordenca. Posteriormente,
Priego Jaramillo realizé un importante estudio de catalogacion de variedades en base a
caracteres morfologicos y agronomicos utilizando la confusa denominacion cientifica de
la época (Priego, 1930). Describio 14 variedades en Aragon: 7 variedades generalizadas
entre las cuales O. Europaea L. Nigricans (Empeltre), O. Europaea L. Ilerdensis (Arbequina),
O. Europaea L. Viridula (Royal de Calatayud) y Olea Europaea L. Atro-rubens (Negral)
ademas de 4 variedades secundarias (ej. O. Europaea L. pomiformis o Alquecerana) y tres

variedades diseminadas.

Hasta la fecha, el estudio de identificacion y catalogacion de variedades de Priego
es el tnico estudio completo realizado en Aragén que abarque las tres provincias,
aunque se utilizd6 una metodologia antigua que no ha permanecido. Trabajos mas
recientes de prospeccion, identificacion y catalogacion de variedades han sido realizados
en distintas zonas oleicolas de Aragon por diversos autores (Vifuales, 2007; Vinuales et
al., 2013; Espada et al., 2009; Fernandez i Marti et al., 2015). Otros proyectos amparados
bajo el Programa de Desarrollo Rural 2014-2020 del Gobierno de Aragon, como el
finalizado «Biodiversidad del olivar de la Denominaciéon de Origen Aceite Sierra del
Moncayo» o el vigente «Creacion de un banco de germoplasma de variedades locales de
olivos en Aragon» contintian con la prospeccion del territorio de Aragén (Gobierno de
Aragon, 2023b). En ambos proyectos se han utilizado pardmetros morfoldgicos,
principalmente en fruto y hueso, pero combinados con las mas actuales técnicas
moleculares de ADN para una correcta identificacion y denominacion de las variedades

locales.

Todos estos trabajos ponen de relieve la amplia diversidad varietal existente en
el olivar aragonés, con gran cantidad de variedades locales escasamente difundidas
fuera de su presunta zona de origen, pero importantes en su area de cultivo. La variedad
Empeltre es la excepcion; su cultivo tradicional se ha ubicado a lo largo del Valle del

Ebro, ademdas de Baleares. La razén de esta excepcion reside en su capacidad de
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enraizamiento limitada, por lo que se injerta sobre otros pies. Este método de
propagacion es el motivo por el cual la variedad se llama Empeltre, que proviene de la
palabra aragonesa «impelte» o «empelte» cuyo significado es «olivo injertado». Este
método de propagacion y su practica en Zaragoza (Aragon) ya se utilizaba antafio y fue
descrito profusamente por Diego de Torres, secretario de la Real Sociedad Aragonesa,
en una carta dirigida a dicha Sociedad (Martinez, 1785). En esta carta se destacaba el
beneficio que reportaban los mas de 20.000 Empeltres que los «labradores» vendian

anualmente a Navarra, Castilla y pueblos varios de Aragon.

La variedad Empeltre fue, y sigue siendo hoy por hoy, la variedad cultivada en
Aragdén mas importante, un 67% del olivar (29.315 ha) en 2017. Le sigue la variedad
Arbequina (20%; 8.922 ha) y, en tercer y cuarto lugar, Royal de Calatayud o Verdefa
(5%; 2.287 ha), como se la conoce en el Somontano y Negral de Sabifidn (1%; 518 ha)
(Gobierno de Aragdn, 2023c). La superficie de las cuatro variedades cultivada en 2017,
segun los municipios, se aprecia en la Figura 1.14 para las variedades principales,
Empeltre y Arbequina y en la Figura 1.15 para las variedades secundarias Royal de

Calatayud y Negral de Sabifian.
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Comunidad Foral de Navarra

La Rioja

Catalufa/Catalunya
Castilla y Ledn

v

Castilla-La Mancha

VARIEDAD ARBEQUINA

Comunitat Valenciana < -
TAMANO POR PARCELA (ha):

0-50(318]

50 - 100 [26]
I 100- 200 [15]
I 200-500 (8]

Figura 1.14. Distribucion por municipios de cultivo de las dos principales variedades de olivo en
Aragoén: Empeltre y Arbequina. Elaboracion: Gobierno de Aragdén (Datos: SIGPAC 2017,
https://www.aragon.es/-/estadisticas-agrarias).
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Comunidad Foral de Navarra

La Rioja

Catalufia/Catalunya
Castilla y Ledn Zaragoza

(/

Castilla-La Mancha

VARIEDAD ROYAL DE CALATAYUD (VERDENA)

Comunitat Valenciana

TAMARO POR PARCELA (ha):
0-50
50 - 100
I 100- 200
I 200-300
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Comunidad Foral de Navarra

o 4Huesca
La Rioja : X

Catalufia/Catalunya

Castilla y Leén <Zaragoza.

¢

\

Castilla-La Mancha

VARIEDAD NEGRAL

Comunitat Valenciana

TAMARO POR PARCELA (ha):
0-5[154]
5-10(8]

I 10-5016)
I s0-100(2)

Figura 1.15. Distribuciéon por municipios de cultivo de las variedades secundarias Royal de
Calatayud (izquierda) y Negral de Sabifidn (derecha) en Aragdn. Elaboracién: Gobierno de
Aragoén (Datos: SIGPAC 2017) https://www.aragon.es/-/estadisticas-agrarias).
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Empeltre (Figura 1.16), ademas ser de ser la variedad autoctona de mayor cultivo
en Aragon, es una de las variedades principales de Espafa ocupando unas 70.000 ha del
olivar (Rallo et al., 2005). Otras comunidades autéonomas que la cultivan son: Baleares,
Cataluna, La Rioja, Navarra y Valencia en cuyas Denominaciones de Origen Protegida
de aceite de oliva se encuentra también presente. Internacionalmente, esta variedad se
puede encontrar en plantaciones reducidas ubicadas en Argentina, Chile, Pert o
Uruguay. Centrandonos de nuevo en Aragon, esta variedad se halla presente en las tres
provincias, pero es el Bajo Aragdn (region ubicada entre Zaragoza y Teruel) en donde el
numero de hectireas es mucho mayor (Figura 1.14). El interés comercial del cultivar
Empeltre es alto debido a su buen comportamiento agrondmico con alta resistencia al
repilo, maduracién muy precoz, buen rendimiento y alta productividad (Tous et al, 1993,

2004; Rallo et al, 2005).

Figura 1.16. Aceitunas de la variedad Empeltre. Fuente: Imagen propia.

Su fruto, alargado y de peso medio, alcanza el color negro en su maduracion. Esta
variedad tiene una caracteristica que la diferencia de la gran mayoria, ya que sus
aceitunas pueden tener dos destinos: consumo como aceitunas negras de mesa o para
obtencion de aceite. Como consecuencia, las aceitunas se cosechan habitualmente muy
maduras. Esa peculiaridad, tradicional de este cultivo en Aragdn, transmite a los aceites
de oliva virgen extra de Empeltre ciertas caracteristicas por las que son reconocidos:
frutado maduro, dulzor y suavidad y, por tanto, bajo contenido fenodlico, bajo amargor
y estabilidad oxidativa media-baja (Gracia, 2001; Gracia et al., 2009; Abenoza et al., 2019).
Hoy en dia, el aceite tradicional de Empeltre comparte mercado con otros Empeltre mas
tempranos, en los que el picor y el amargor y las notas olfativas mas verdes combinan
equilibradamente con el dulzor que caracteriza a los aceites de esta variedad

consiguiendo mayor estabilidad oxidativa.
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Arbequina (Figura 1.17), es la variedad mas importante en Catalufia. En Aragon
se encuentra ampliamente difundida, aunque se localiza sobre todo en las provincias de
Zaragozay Huesca (Figura 1.14). En los tltimos afos, la seleccion clonal de esta variedad
y su porte reducido, lo que permite su mecanizacion, ha propiciado un aumento
exponencial de su cultivo en plantaciones intensivas tanto en Espafia, incluyendo a
Aragdn, como fuera de Espafia. Su fruto esférico, pequeno y de peso bajo, tiene alto
rendimiento graso y su aceite, aunque de excelentes caracteristicas organolépticas,
presenta baja estabilidad oxidativa (Rallo ef al., 2005; Gracia et al., 2009; Benito et al. 2012b,
2013; Abenoza et al., 2015b).

RIS R 0 3T
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5
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Figura 1.17. Aceitunas de la variedad Arbequina. Fuente: Imagen propia.

Royal de Calatayud (Figura 1.18) es una variedad local de Aragén
mayoritariamente presente en Huesca (Somontano de Barbastro) y Zaragoza
(Calatayud, Valle del Jalon) (Figura 1.15). Conocida popularmente como Verdefa en
Huesca (otras sinonimias: Royal y Verdilla (Rallo et al., 2005), tiene elevada
productividad, pero es muy vecera. El fruto ovoidal y de peso medio, es de maduracion
tardia, alcanzando el color violeta oscuro sin llegar al negro, y con un rendimiento graso
alto (Vifiuales, 2007; Espada et al., 2009). El aceite obtenido, mas verdoso que el de
Empeltre, tiene muy buenas cualidades organolépticas y una estabilidad oxidativa

media (Espada et al.,2009; Benito et al., 2012a).

Figura 1.18. Aceitunas de la variedad Royal de Calatayud. Fuente: Imagen propia.
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Negral de Sabifian (Figura 1.19.), sinonimia de Negral (Rallo et al., 2005), hace
referencia a la precocidad de su maduracion que alcanza el color negro. Principalmente
se cultiva en la cuenca del Jalon (Zaragoza) y en Huesca (Figura 1.15). De productividad
media, sufre mayor veceria que Empeltre. Su fruto es elipsoidal, acercandose a la forma
esférica, y es de mayor peso que Empeltre. Al igual que esta variedad, tiene doble
aptitud. El aceite se caracteriza por bajo contenido en 4cido oleico y alto en linoleico

ademas de muy baja estabilidad oxidativa (Espada et al., 2009).

Figura 1.19. Aceitunas de la variedad Negral de Sabifian. Fuente: Imagen propia.

1.1.4.3. Mejora genética del olivar aragonés

La variedad Empeltre, principal de Aragdén y probablemente originaria de la
region, participd en un programa de seleccidon clonal para su mejora genética que ha
culminado con la comercializacion del clon «Farax». Durante el periodo 1998-2002 se
llevo a cabo la preseleccion clonal con la participacion de las seis regiones donde
tradicionalmente se ha cultivado esta variedad (Aragon, Baleares, Catalufia, La Rioja,
Navarra y Valencia). Los 16 clones seleccionados, 8 de ellos procedentes de Aragon
(Tous et al., 2006; Romero et al., 2011), se plantaron en dos ensayos comparativos
ubicados en dos ambientes diferentes (Gandesa, Catalufa y Alcafiiz, Aragén) (Romero
et al., 2009, 2012) lugares donde se realizaron estudios sobre la variabilidad de las

caracteristicas del fruto y del aceite de oliva (Romero et al., 2012).

1.1.4.4. Denominaciones de Origen Protegida de aceite en Aragon

Aragén es una comunidad autéonoma que abarca regiones olivareras
diferenciadas, con caracteristicas culturales y geograficas propias, las cuales producen

aceites de oliva virgen extra tinicos y de gran calidad, amparados bajo Denominaciones
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de Origen Protegida (DOP), figura instrumental de proteccion de la politica de calidad
diferenciada (Gobierno de Aragon, 2023d). La DOP de aceite mas antigua de Aragon,
reconocida desde el afno 2000, es «Aceite del Bajo Aragén». Su zona de produccion,
situada al sureste de Aragdén, comprende 77 municipios de dos provincias: Zaragoza y
Teruel. El aceite de oliva virgen extra de esta denominacion debe proceder
exclusivamente de las variedades de olivo autdctonas: Empeltre (en proporcion minima
del 80%), Arbequina y Royal (BOA, 2009). La segunda DOP actualmente reconocida en
Aragon es «Aceite Sierra del Moncayo» y protege al aceite de oliva virgen extra
producido en 34 municipios de la provincia de Zaragoza, situados al oeste de Aragon.
Las variedades incluidas en esta Denominacion de Origen Protegida son: Empeltre,
Arbequina, Negral, Verdial y Royal (BOA, 2010). Una tercera DOP, «Aceite del
Somontano», se encuentra actualmente en tramite de registro (BOA, 2023). Esta nueva
Denominacion engloba a 42 municipios de la provincia de Huesca, al noreste de Aragon.
El aceite de oliva virgen extra «Aceite del Somontano» es un aceite multivarietal que
procede en un 85% de una o mas variedades autdctonas y locales reconocidas como
Albareta, Alcampelina (Verdiell), Alia, Alquezrana (Manzanilla), Blancal, Caspolina
(Sevillano), Cerecera (Royeta de Asqué), Cerruda, Gordal del Somontano, Injerto
(Empeltre), Mochuto, Negral de Bierge, Neral, Nacion, Pansefiera, Piga, Verdena (Royal
de Calatayud, Verdilla). Algunas de ellas tienen otras denominaciones, sinonimias u
homonimias, por las que se reconoce en otros lugares de Aragon (Rallo et al., 2005;

Vinuales, 2007; Espada et al., 2009).
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1 . 2 « LA ACEITUNA

El fruto del olivo se denomina, segtin la Real Academia Espafola (RAE), oliva o
aceituna. Aunque en el sector oleicola el uso de la palabra aceituna tiene mayor
aceptacion formal, en Aragén y en otras comunidades auténomas situadas en el litoral
mediterraneo se prefiere el uso de la palabra «oliva», derivada del latin oliva que a su
vez deriva de griego clasico, eAaid (elaia). En cambio, la palabra «aceituna» deriva de la
palabra drabe azzaytina. En la etimologia de ambas palabras se visualiza la influencia de

la cultura oleicola de las distintas civilizaciones que colonizaron la Peninsula.

1.2.1. Descripcion y desarrollo del fruto

La botanica describe a la aceituna como una drupa de forma esférica o elipsoidal
que contiene una sola semilla. Su tamafo y su peso variable, incluso en el mismo arbol,
depende de factores como la variedad, la carga de frutos, la fertilidad del suelo, la
cantidad de agua disponible y las practicas culturales agronéomicas empleadas (Lavee y

Wodner, 1991, 2004; Beltran et al., 2004a).

La drupa esta compuesta por tres tejidos principales, cada uno de los cuales sigue
una forma muy distinta de crecimiento y diferenciacion en el desarrollo del fruto. El
epicarpio o piel, tejido mas externo que contiene los estomas; el mesocarpio o pulpa,
tejido comestible del fruto; y el endocarpio o hueso, que incluye la semilla con el embrion

(Figura 1.20).

£ Epicarpio
HUESO ‘/ Mesocarpio
- ™ ) (/ | Endocarpio
PULPA I\ —-'— Semilla

Figura 1.20. Partes estructurales de la aceituna (izquierda). Imagen microscdpica transversal del
fruto de la variedad Barnea (derecha). Fuente: Nissim ef al., 2020.
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En variedades destinadas a la obtencion de aceite, el peso de la aceituna suele
oscilar entre 1,5 y 5,0 g del que un 70-90% corresponde al mesocarpio, un 9-27% al

endocarpio y un 2-3% a la semilla (Beltran et al., 2008).

Como drupa, el crecimiento de la aceituna se ajusta a una doble curva sigmoidea
en la que las distintas fases, dependientes de la variedad y factores ambientales o
agronomicos, estan representadas (Frias et al, 1991). La duracién aproximada del
proceso es de 4 a 5 meses (Connor y Fereres, 2010) durante los cuales la aceituna pasa

del estado fenologico 71 al 89 (EF) (Sanz-Cortés et al., 2002) (Figura 1.21).

Ripening |

Fruit | l
development
Flowering

Inflorescence
development
Leaf

development

Dec.

Figura 1.21. Desarrollo del olivo durante las estaciones (arriba). Estados fenoldgicos (EF) del olivo
durante el desarrollo del fruto (izquierda: EF71, derecha: EF89; escala BBCH) (Debajo). Fuente:
Sanz-Cortés et al., 2002.

El aumento de tamano del fruto durante la primera fase de crecimiento (fase I),
aunque apenas perceptible en las primeras semanas, se debe a la division y expansion
celular de todos los tejidos del fruto. En esta fase, es el endocarpio el tejido que
principalmente se desarrolla, llegando a alcanzar un 80% del volumen del fruto. Tras un
periodo durante el cual el crecimiento se ralentiza o se detiene, el fruto experimenta un
nuevo incremento de tamafo debido al ensanchamiento de las células del mesocarpio

que determina su tamafio final en una segunda fase de crecimiento (fase II). El
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crecimiento de la aceituna concluye aproximadamente con el endurecimiento completo
del endocarpio. Durante esta fase comienza ademas la lipogénesis o biosintesis de aceite
y su acumulacion en las células parenquimaticas del mesocarpio. El enverado o cambio
de color de la epidermis, que determina el comienzo de la maduracién, es el culmen de
esta fase. En una ultima fase (fase III), tienen lugar los procesos derivados de la
maduracion del fruto. Mientras, el crecimiento del fruto y la lipogénesis se ralentizan

notablemente.

1.2.2. Maduracion. Cambios fisiologicos y bioquimicos asociados.

A lo largo del proceso de maduracion que sufre la aceituna, se producen en ella
una serie de cambios. Fisioldgicamente, se modifica el color, la textura, la dureza del
fruto o la resistencia al desprendimiento. Los cambios quimicos se aprecian en la
variacion de la composicion en acidos grasos, esteroles, compuestos que conforman los
aromas, pigmentos o fenoles por citar algunos de los compuestos mas representativos
presentes en los tejidos de la aceituna. La genética, propia de cada variedad, los factores
ambientales, y otros factores agronomicos son claves en el desarrollo de los procesos que

finalmente sucederdan mientras la aceituna alcanza la madurez.

1.2.2.1. Cambio de color

La aceituna cambia su coloracion del verde al negro-violdceo durante el proceso
de maduracion (Figura 1.22). Esto es debido al cambio en la concentracion de los
diferentes pigmentos, ya que desciende el contenido de clorofilas (Fernandez Diez, 1971)
y, por el contrario, se incrementan las antocianinas (Vazquez-Roncero et al., 1970). El
cambio de color se inicia en el mesocarpio, generalmente desde la zona apical de la
aceituna continuando hacia el extremo opuesto (pedunculo), y extendiéndose en el
endocarpio.

Muchos han sido los pardmetros propuestos como indicadores de la maduracion
de la aceituna, pero el cambio de coloracion ha sido el més utilizado. En ocasiones, este
parametro ha sido motivo de discusidn, ya que hay variedades que no alcanzan la

coloracién negra-violacea total del fruto debido a que puede haber células de algun
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tejido que no llegan a sintetizar antocianinas, como en la variedad Arbequina, o incluso

no sintetizan antocianinas en modo alguno como la variedad Leucocarpa Margareta.

oo e

Figura 1.22. Evolucidn de la coloracién de la aceituna de la variedad Empeltre a lo largo de su
maduracién. Fuente: Imagen propia.

1.2.2.2. Biosintesis de acidos grasos y de lipidos. Lipogénesis.

La aceituna, durante el periodo de desarrollo y maduracion, almacena lipidos en
forma de triacilgliceroles o grasas de reserva (TAGs), producto de la biosintesis de acidos
grasos de cadena larga y su esterificacion posterior con glicerol. Para describir el proceso
de lipogénesis o biosintesis de lipidos (TAGs) hay que considerar, ademads de la fuente
de carbono, las dos vias de biosintesis: la sintesis de novo de acidos grasos y su posterior

ensamblaje en lipidos complejos (TAGs).

1.2.2.2.1. Biosintesis de los dcidos grasos

A diferencia de las semillas oleaginosas, las cuales utilizan tnicamente las hojas
como fuente de carbono, los frutos también pueden fijar diéxido de carbono por su
capacidad fotosintética ya que tienen cloroplastos activos. Asi, la aceituna, como fruto
que es, utiliza las dos fuentes de carbono de las que dispone: las hojas como fuente
principal (Pérez-Arcoiza et al., 2022), desde donde importan los fotoasimilados, y el
propio fruto. El olivo es una de las pocas especies capaces de sintetizar en las hojas tanto
polioles (manitol) como oligosacdridos (rafinosa y estaquiosa), por lo general vias
sintéticas excluyentes (Sdnchez y Harwood, 2002). En ambas situaciones, los azticares
son catabolizados en el mesocarpio de la oliva mediante la glucolisis para formar
piruvato, que se convierte en acetil-CoA, el precursor necesario para la biosintesis de
acidos grasos (Sanchez y Harwood, 2002). Esta degradacién de los azticares se aprecia
en la correlacion inversa que existe entre el contenido de aceite y de azticares en la oliva

a lo largo de su maduracion (Wodner et al., 1988).
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La biosintesis de acidos grasos (Figura 1.23), denominada de novo, es un proceso
que ocurre en los plastidios de las células, a partir del acetil-CoA. Precisa principalmente
de la actividad combinada de dos complejos multienzimaticos: la acetil-CoA carboxilasa
(ACCase, EC 6.4.1.2) y la 4cido graso sintasa vegetal (FAS II), complejo formado por 6
enzimas monofuncionales (KAS I, EC2.3.1.41; KASII, EC 2.3.1.179; KAS III, EC 2.3.1.180;
KAR, EC 1.1.1.100; DH, EC 4.2.1.59; ENR, EC 1.3.1.9), ademds de una proteina
transportadora de grupos acilo (ACP) (Sanchez y Harwood, 2002; Aparicio y Harwood,
2013).

0 ATP +CO, ADP + P, o o

H3C/U\S—COA Sy HOJ\/U\S—COA

ACCase
MCAT ACP
CoA-SH
O O
HOJJ\/U\S—ACP
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chMS—ACP P
4
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NADBHEH® KAR. 3 % / o NADPH + H*
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Y o] \ /
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Figura 1.23. Biosintesis de novo de los acidos grasos. Fuente: Aparicio y Harwood, 2013.

La biosintesis de acidos grasos engloba las sucesivas reacciones de condensacion,
reduccidon del grupo carbonilo, deshidratacién y reduccion del doble enlace, por la
intervencion de la 4cido graso sintasa (actuando KAS III en primer lugar), de dos atomos
de carbono que se afiaden a una cadena de acido graso (acilo) en elongaciéon hasta
completar la sintesis del 4cido palmitico de 16 atomos de carbono (C16:0). El ciclo de

reacciones que cataliza la FAS II se repetird hasta completar la cadena del acido graso.
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El malonil-CoA, obtenido a partir de acetil-CoA tras la actividad de la enzima acetil-CoA
carboxilasa, es el donador de todos los carbonos del acido palmitico excepto de dos, que
provienen directamente de una molécula de acetil-CoA. La participacion de la tltima
enzima condensadora para la biosintesis del acido estearico (C18:0) a partir del
palmitico, KAS 1I, es especialmente relevante ya que determinara la relacion C16/C18
resultante en la composicion final de acidos grasos (Aparicio y Harwood, 2013). Durante
el proceso de sintesis, la cadena de acido graso o acilo en elongacion estd unida ala ACP.
La biosintesis de novo finaliza con la liberacion de los restos acilo de los derivados de
ACP por la accion de otras enzimas dentro del plastidio. La reacciéon global de la

biosintesis de los acidos grasos es la siguiente:
8Acetil-CoA + 14(NADPH + H*) + 7ATP — C16:0 + 8CoA + 14NADP+ + 7(ADP + Pi) + 6H20

Ecuacién 1.1. Reaccion global de la biosintesis de novo del acido palmitico. Fuente: Lehninger y
Cox, 2009.

Los productos finales de la biosintesis de novo son los dcidos grasos saturados
palmitico (C16:0) y estedrico (C18:0) pero los aceites de oliva tienen altos contenidos de
acidos grasos insaturados como oleico (C18:1n-9), linoleico (C18:2n-6) y a-linolénico
(C18:3n-3). Estos acidos grasos, cuyo contenido relativo caracteriza al aceite de oliva, se
sintetizan a través de distintas desaturaciones catalizadas por un tipo de enzimas

denominados desaturasas de los acidos grasos (FADs).

El 4cido graso mds abundante en el aceite de oliva, el acido oleico, se forma a
partir del estedrico por la acciéon de una desaturasa muy activa en los plastos, la
A9-desaturasa (SAD, EC 1.14.99.6) (Figura 1.23), lo que explica por qué el oleico es el
principal 4cido graso sintetizado (Sanchez y Harwood, 2002). Se han descrito 4 genes
que codifican la enzima SAD: OeSAD1 (Haralampidis et al., 1998), OeSAD2, OeSAD3
(Parvini et al., 2016) y OeSAD4 (Contreras et al., 2020). Se ha confirmado que OeSAD2 es
el gen principal que contribuye a la sintesis de acido oleico en el mesocarpio del olivo y,
por tanto, a su contenido en el aceite de oliva (Parvini et al., 2016; Contreras et al., 2020;

Hernandez et al., 2020).
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Los acidos grasos insaturados, linoleico y linolénico, se sintetizan en el reticulo
endoplasmatico mediante otras enzimas desaturasas. La accion de dos enzimas oleato
desaturasas, FAD2 y FAD6, dan lugar al acido linoleico a partir del acido oleico mientras
que el linoleico se obtiene a partir del linoleico por la accién de otras dos desaturasas
diferentes, las linoleato desaturasas FAD3 y FAD?7. Hasta la fecha, se han aislado y
caracterizado 6 genes que codifican las oleato desaturasas (OeFAD2-1 a OeFAD2-5 y
OeFADG6) (Hernandez et al., 2005, 2009, 2011, 2020; Banilas et al., 2005) y cuatro genes
para linoleato desaturasa del olivo, (OeFAD3A, OeFAD3B, OeFAD7-1, OeFAD7-2)
(Poghosyan et al., 1999; Banilas et al., 2007; Hernandez et al., 2016). Dos genes, OeFAD2-2
y OeFAD?2-5, son los principales responsables de la biosintesis de acido linoleico en el
mesocarpio del olivo durante el desarrollo del fruto y, por tanto, del contenido de acido
linoleico del aceite de oliva (Hernandez et al., 2009, 2020, 2021a; Parvini et al., 2015;
Contreras et al., 2020). La variabilidad entre cultivares de la relacién C18:1/C18:2 se debe
no solo a OeFAD2-2 y OeFAD2-5, sino también a las diferentes especificidades de otro
tipo de enzimas, las aciltransferasa extraplastidiales (Hernandez et al., 2021a). En el caso
de la biosintesis del acido linolénico, los datos indican que los genes de OeFAD7
(OeFAD7-1 y OeFAD7-2), y no OeFAD3, serian los principales responsables del
contenido de acido linolénico en el mesocarpio y, por tanto, en el aceite de oliva en las
diversas variedades utilizadas en los estudios (Poghosyan et al., 1999; Banilas et al., 2007,

Matteuci et al., 2011; Hernandez ef al., 2016, 2021b).

Se han realizado grandes avances en la identificacidon y caracterizaciéon de los
genes que regulan las enzimas implicadas en la biosintesis de los dcidos grasos. Sin
embargo, el conocimiento sobre el control genético que regula los contenidos relativos
de estos compuestos, lo cual genera variabilidad entre los cultivares de olivo, sigue

siendo limitado.

El resto de acidos grasos, de cadena larga, que conforman la composiciéon del
aceite de oliva, acidos araquidico (C20:0), behénico (C22:0) y lignocérico (C24:0), se

sintetizan en el reticulo endoplasmatico mediante la adicion secuencial de unidades de
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dos carbonos catalizada por complejos multienzimaticos de elongasas de acidos grasos

(FAEs, Fatty Acid Elongase) (Cassagne et al. 1994).

1.2.2.2.2. Biosintesis de triglicéridos

Los acidos grasos sintetizados en los plastidios (acil-CoAs), y no incorporados en
los fosfolipidos que conforman las membranas celulares, son utilizados junto con el
glicerol-3-fosfato para la formacion de lipidos complejos de almacenamiento, los
triacilglicéridos o triglicéridos (TAGs). Estos lipidos neutros estan formados por tres
grupos acilo de dcidos grasos esterificados a una molécula de glicerol en las posiciones
sn-1, sn-2 y sn-3. Su sintesis implica principalmente la incorporacién secuencial de cada
acil-CoA en el esqueleto del glicerol, lo que se conoce como la ruta de Kennedy. Cada
incorporacion estd catalizada por una de las tres aciltransferasas especificas de cada
acil-CoA: GPAT (EC 2.3.1.15) cataliza la acilacion de la posicion sn-1, LPAAT (EC
2.3.1.51) la posicion sn-2 y DGAT (EC 2.3.1.20) la posicion sn-3, el paso mas critico
(Harwood, 1996). Se han descrito otras vias alternativas para el ultimo paso de la
biosintesis de TAG a partir de DAG catalizada por otro enzima (PDAT) (Stobart et al.,
1997; Dahlqvist et al., 2000; Zhang et al., 2009), aunque la ruta de Kennedy es la
considerada como la via central de la biosintesis de TAGs. La especificidad y actividad
de cada enzima junto con las reservas disponibles de cada acil-CoA dicta las especies
moleculares de los TAGs sintetizados y por tanto la calidad del aceite (Sdnchez y
Harwood, 2002). En olivo, se han identificado y caracterizado varios genes DGAT,
OeDGAT1-1, OeDGAT1-2, OeDGATI1-3 y OeDGAT2, los cuales muestran patrones de
expresion distintos durante el crecimiento del mesocarpio del olivo (Banilas et al., 2011;
Unver et al.,, 2017), y tres genes PDAT (OePDAT1-1, OePDATI1-2 y OePDAT2) que
también contribuyen a la sintesis de aceite en el fruto del olivo (Herndndez et al., 2021a).
Investigaciones recientes realizadas por Hernandez et al. (2021b) han proporcionado
informacion relevante para comprender los factores que influyen en el contenido y la
acumulacién de aceite en las aceitunas. Segun estos estudios, se ha observado que la

expresion de los genes PDAT en la aceituna desempefia un papel importante en la
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respuesta de las aceitunas a diversos estreses abidticos como el régimen hidrico, la

temperatura, la luz y las heridas.

1.2.2.2.3. Lipogénesis

La lipogénesis en la aceituna sigue un patrén sigmoidal en el que se diferencian
tres etapas (Frias et al., 1991). En una primera fase, desde la formacion del fruto hasta la
lignificacion del endocarpio o endurecimiento del hueso, tiene lugar una biosintesis
lipidica lenta en la que no hay acumulacién de lipidos. Es decir, no se produce la sintesis
de triglicéridos sino una sintesis de lipidos estructurales del fruto, los fosfolipidos. Tras
la lignificacion del hueso, aproximadamente dos meses después de la plena floraciéon
(10-12 WAF), se sintetizan los lipidos de reserva: los diglicéridos (DAG) y triglicéridos
(TAG), lo que hace aumentar rdpidamente el contenido en aceite y su almacenamiento
en las células parenquimaticas del mesocarpio, donde no existen cuerpos oleosos
(oleosomas) apropiados como en las semillas (Figura 1.24). Los TAGs tienden a unirse
para formar gotas de aceite hasta un tamano de aproximadamente 30 um,
probablemente por la ausencia de oleosinas, proteinas estabilizantes de los cuerpos

grasos.

Figura 1.24. Acumulacién de aceite en las células del mesocarpio, variedad Barnea (izquierda,
junio; centro, julio; derecha, septiembre) cultivada en Israel. Imdgenes obtenidas por microscopia.
Fuente: Nissim et al., 2020.

El momento maximo de acumulacion de aceite ocurre durante el viraje de color
del epicarpio de verde a verde-amarillento (19-22 WAF) (Garcia y Mancha, 1992). En la
ultima etapa de la lipogénesis, cuando el fruto ha alcanzado la maduracién (28 WAF),
practicamente todo el aceite se ha formado, por lo que ocurre una ralentizacion en la

sintesis lipidica hasta su finalizacion.
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Aunque el patron de acumulacion varia segun el cultivar, el estado hidrico del
arbol y el clima, el periodo de maxima acumulacion es similar entre variedades. Mientras
tiene lugar la lipogénesis, se ralentiza la expansion celular del mesocarpio por lo que se

frena el crecimiento del fruto (Lavee, 1977; Rallo y Rapoport, 2001)

Estudios mas actuales han simplificado el patrén sigmoideo de acumulacion de
aceite a un modelo bilineal: una primera etapa donde el aceite aumenta hasta alcanzar
su maximo mediante una tasa constante, y una segunda etapa donde el contenido de
aceite permanece constante (Trentacoste et al., 2010). Este modelo bilineal permite
determinar tres pardmetros criticos en la acumulacion de aceite y de gran interés para el
agricultor: tasa de acumulacion de aceite, contenido maximo de aceite de oliva y fecha

en la que se alcanza el maximo contenido de aceite.

1.2.2.3. Rendimiento graso

La biosintesis de triglicéridos en las células del mesocarpio es la que determina

el rendimiento graso de la aceituna.

El agua y el aceite son los componentes mayoritarios tanto del mesocarpio como
de la semilla en la aceituna en el momento habitual de la cosecha. Aunque los porcentajes
son muy variables en funciéon de la variedad, condiciones ambientales, practicas
agrondmicas, etc., el contenido de agua puede alcanzar el 50-60% en la pulpa mientras
que el aceite lograria un 10-35% (Vossen, 2005). Entre ambos componentes existe una
relacion inversa (Beltran et al., 2008): el contenido de aceite aumenta mientras que,
previsiblemente, el contenido de agua disminuye segiin madura la aceituna. Debido a
que las variaciones climaticas, como la pluviometria y las heladas, influyen en el
contenido de agua del fruto y, por tanto, repercuten en la expresion del contenido graso
del fruto, es preferible referir el contenido graso al contenido en aceite sobre peso seco
eliminando la interferencia que supone el agua. El contenido en aceite sobre peso seco
permanece constante una vez que ha finalizado la lipogénesis ya que, sobre el periodo

otonal en el que ocurre, el fruto se deshidrata y pierde humedad.
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1.2.2.4. Biosintesis de esteroles

Los esteroles vegetales (4-desmetilesteroles), también conocidos como
fitoesteroles, forman parte de una extensa familia de compuestos llamados terpenos,
mas concretamente triterpenos. Aunque en su forma libre pueden formar parte de la
estructura de las membranas celulares, las formas esterificadas con acidos grasos,
generalmente asociados con los triacilgliceroles, tienen funciones de almacenamiento y
transporte. Estos compuestos tienen una estructura similar al colesterol, principal esterol
en células animales, aunque incluyen un grupo metilo o etilo en C-24 en su estructura

que los diferencia (Figura 1.25).

HO

Figura 1.25. Estructura quimica del anillo tetraciclico, ciclopentala]fenantreno (izquierda) y
estructura quimica basica del esterol (derecha). Numeracién recomendada segiin IUPAC. Fuente:
Moss, 1989.

En los ultimos afios, se han descrito muchos estudios sobre la ruta de biosintesis
de esteroles vegetales en plantas superiores, aunque el conocimiento sobre la regulacion
de la expresion genética de los enzimas que intervienen en la biosintesis de los
principales esteroles y su acumulacién todavia no se ha dilucidado. Los modelos de

plantas como el olivo no han sido el objetivo principal de estos estudios a diferencia de

otros modelos de plantas como el tomate, la Arabidopsis o el tabaco (Du et al., 2022).

La biosintesis de todos los terpenoides, o ruta biosintética del isoprenoide,
catalizada por una gran diversidad de enzimas, comienza con la sintesis en un primer
paso de mevalonato a partir de acetil-CoA, seguida por la polimerizacion de pirofosfato
de isopentenilo (IPP) que culmina en la sintesis del escualeno, y finaliza con la ruta

post-escualeno (McCaskill y Croteau, 1998; Piironen et al., 2000; Schaller, 2004). En esta
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ultima ruta, los esteroles vegetales se sintetizan a partir de un alcohol triterpénico
denominado cicloartenol, un 4,4'-dimetilesterol. En esta ruta, el cicloartenol se
transforma en otros 4,4'-dimetilesteroles, los que se convierten a su vez en
4-metilesteroles, y estos ultimos se desmetilan para producir esteroles
(4-dimetilesteroles) como producto final. Los 4-desmetilesteroles se sintetizan en este
ultimo paso en proporciones genéticamente determinadas y en el siguiente orden:

A7-esteroles, A5,7-esteroles y A5-esteroles (Schaller, 2004).

La actividad catalitica de dos enzimas diferentes sobre el gramisterol bifurca la
ruta biosintética que, tras sucesivas reacciones, conducen a la sintesis diferenciada de los
24-metilesteroles (campesterol) y 24-etilesteroles (A5-avenasterol, [3-sitosterol y
estigmasterol) principales en la aceituna. Una de estas dos enzimas, la esterol
C24-metiltransferasa (SMT1, EC 2.1.1.41) ejerce un papel regulador importante en la
biosintesis de esteroles, ya que determina la proporcion de 24-metil- y 24-etilesteroles, lo
que afecta a varios procesos de desarrollo en las plantas (Bouvier-Nave et al., 1997;
Schaefferet al., 2001). Otra enzima importante en la sintesis de esteroles es la esterol
(C22-desaturasa (EC 1.14.19.41) la cual ha sido ampliamente caracterizada, aunque no en
olivo, por catalizar la sintesis de estigmasterol a partir de (3-sitosterol. La sobreexpresion
de la enzima resulté en un aumento importante en los contenidos de estigmasterol

(Morikawa et al., 2006, 2009; Arnqvist et al., 2008; Gutiérrez-Garcia et al., 2021).

1.2.2.5. Biosintesis de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un grupo muy diverso de metabolitos vegetales
secundarios que presentan en su estructura un anillo aromatico sustituido por uno o
varios grupos hidroxilo. Se encuentran en todos los tejidos de las plantas, aunque su
naturaleza y concentracion difiere segun el tejido (Ryan et al., 2002). Las rutas
metabdlicas en la que estos compuestos participan, al igual que los esteroles, presentan
una gran complejidad debido a que pueden presentar distintos destinos metabolicos
alternativos ademads de acumular a su vez productos intermedios. Factores externos

como la modulacion de las actividades de las enzimas que participan de las rutas o la
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posible degradacion de ciertos fenoles pueden influir en la composicion fendlica de la

aceituna y dificultan atin mas si cabe el estudio de su biosintesis.

La via metabolica para la biosintesis de la mayor parte de los compuestos
fendlicos comienza con la ruta del dcido siquimico, de la que el aminoacido aromatico
fenilalanina es uno de sus productos finales. Los reactivos iniciadores, fosfoenolpiruvato
y eritrosa-4-fosfato, provienen de la metabolizacion de la glucosa (Ryan et al. 2002). La
fenilalanina es el precursor de la mayoria de los compuestos fendlicos en plantas
superiores. El metabolismo general fenilpropanoide, como se le conoce a la serie de
reacciones que se suceden a partir de fenilalanina, da lugar a diversos compuestos
fendlicos simples, como cumarinas, flavonoides, lignanos, acidos benzoicos y derivados

hidroxicindmicos (Figura 1.26).
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Figura 1.26. Rutas metabdlicas de sintesis de compuestos fendlicos derivados de fenilpropanoides
(Parr y Bolwell, 2000).
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Aunque son diversas las enzimas que intervienen, la fenilalanina amoniaco liasa
(PAL, EC 4.3.1.24) se considera la enzima clave en la biosintesis fenolica al ser la enzima
iniciadora que controla el flujo hacia los compuestos fendlicos totales (Parr y Bolwell,
2000). La actividad de PAL es muy sensible a factores abiéticos que generan estrés, como
la temperatura, las heridas en el fruto y la luz ultravioleta, aunque su actividad también

varia mucho en funcion del estado de maduracion de la aceituna (Ryan et al. 2002).

Otros compuestos fendlicos muy importantes son los secoiridoides. Estos
compuestos estan presentes tinicamente en las oledceas, familia de plantas en las que se
incluye el olivo. La biosintesis de estos compuestos es compleja y no ha sido dilucidada
completamente (Damtoft et al., 1993; Ryan et al., 2002; Obied et al., 2008). La oleuropeina,
principal glucésido en aceitunas y hojas del olivo, pero con apenas presencia en los
aceites de oliva virgenes (Ryan et al., 2002) se produce en las primeras fases de
crecimiento del fruto acumuldndose en la aceituna verde. Durante la maduracion de la
aceituna, la concentracion de oleuropeina disminuye llegando a niveles minimos cuando
la aceituna alcanza la coloracion negra-violacea debido a la sintesis de antocianinas. Se
ha relacionado la degradacion de la oleuropeina y la produccion de antocianinas en las
olivas maduras debido al hallazgo del 4cido elendlico, uno de los productos finales de la
degradacion de la oleuropeina, sumado a la creciente demanda de aztcares libres en la
biosintesis de las antocianinas (Amiot et al., 1989; Ryan et al., 1999, 2002). Numerosos
derivados de los secoiridoides principales oleuropeina y ligustrésido se han hallado en
diferentes estados de maduracién de la aceituna y, especialmente, durante la extraccion
del aceite de oliva, debido a la actividad enzimatica de esterasas y 3-glucosidasas. (Obied
et al., 2008). Concretamente, la enzima -glucosidasa fue hallada en compartimentos
diferentes a la oleuropeina, dentro de las células del mesocarpio de la aceituna (Mazzuca
et al., 2006). Es el dafio de las estructuras de las células (incluyendo la molienda y batido
durante el proceso de obtencidn del aceite) lo que permite el contacto entre la enzima y

el secoiridoide, produciéndose la degradacion del compuesto fenolico.
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1.3. EL ACEITE DE OLIVA VIRGEN

Segun la actual norma comercial del Consejo Oleicola Internacional (COI) que se
aplica a los aceites de oliva (COI, 2022a), «los aceites de oliva virgenes son aquellos que
se obtienen del fruto del olivo (Olea europaea L.) tnicamente por medios mecanicos u
otros procedimientos fisicos, en condiciones, sobre todo térmicas, que no impliquen la
alteracion del aceite, y que no hayan sufrido tratamiento alguno distinto del lavado, la
decantacion, la centrifugacion y el filtrado». Dado que no es necesario un tratamiento
agresivo y quimico para su obtencion, en contraste con otros aceites vegetales, los aceites
de oliva virgen preservan la integridad de sus componentes menores como los
antioxidantes (biofenoles), vitaminas liposolubles (tocoferoles), asi como los compuestos

volatiles que le confieren su caracteristico aroma.

El aceite de oliva virgen es el zumo del fruto del olivo, la aceituna. Como tal debe
de ser considerado durante todo el proceso de obtencion, desde la recoleccion de la
aceituna hasta la conservacion del aceite de oliva virgen, para asegurar sus

caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas hasta su consumo.

1.3.1. Obtencidn del aceite de oliva virgen

Hoy en dia, la produccion de aceite de oliva virgen en Espafia, en su mayor parte,
utiliza sistemas de extraccion en continuo (Figura 1.27). Estos sistemas, a diferencia de
los tradicionales, prescinden de la preparacion manual de capachos utilizados en el
prensado y emplean la centrifugacion en lugar del prensado para separar el aceite.
Aunque el proceso se encuentra altamente optimizado, automatizado y se han
implementado controles en continuo, lo que reduce los costes y permite la obtencion de
aceites de elevada calidad con un sistema completamente trazable, la investigacion y la
mejora de la produccion contintan (Beltran, et al., 2021; Leone, et al., 2022;

Martinez-Beamonte, et al., 2022; Taticchi, et al., 2022; Vallone, et al., 2022).
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Figura 1.27. Sistema continuo de Pieralisi. Molino (1), elevador de pasta (2), batidora de
dos cuerpos (3), decanter (4) y centrifuga vertical o decanter (5). Fuente: Pieralisi.

En general, y sin entrar en grandes detalles, la produccion de aceite de oliva
virgen se divide, principalmente, en tres procesos: la molienda, el batido y la separaciéon
de fases o centrifugacion. El proceso realmente es mucho mas complejo (Figura 1.28) y
conlleva mayor numero de etapas, todas ellas claves para la obtenciéon de diversos tipos
de aceites de oliva virgen en cuanto a su calidad y composicion quimica (Di Giovacchino

et al., 2002b).
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Figura 1.28. Etapas en la produccién de aceite de oliva virgen. Fuente:
https://agroaceitunera.com.ar/agroa/aceites.php
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Las malas practicas, que pueden afectar tanto a la aceituna durante las
operaciones previas a la molienda (ej. la aparicion de hongos u otros microorganismos y
procesos fermentativos) como al aceite durante las etapas posteriores a su centrifugacion
(ej. oxidacion), perjudican la calidad de los aceites de oliva virgen (Uceda et al., 2006;

Rallo et al., 2018; Mousavi et al., 2021).

1.3.1.1. Molienda

La molienda es un proceso mecanico fundamental en la produccion de aceite de
oliva, ya que permite la liberacion de las gotas de aceite, situadas principalmente dentro
de las vacuolas del mesocarpio de la aceituna, al destruir los tejidos vegetales. Ademas,
durante esta fase se inician importantes reacciones quimicas y enzimaticas, que

contintian después durante el batido, cuyo resultado incide sobre la calidad del aceite.

Con este fin, pueden utilizarse distintos tipos de molinos o trituradores que
suelen ser metalicos, de acero inoxidable, aunque atin se emplean molinos de piedra en
algunas almazaras para una molienda menos agresiva. Los molinos mas habituales son
los de martillos metalicos (Figura 1.29), combinados con un tamiz o criba con un
diametro de paso determinado que fija el tamafio final de las particulas de la pasta que
pasaran mediante una bomba a la batidora. Las cribas de didmetro de paso menor se
utilizan a principio de la campafia, para la aceituna mas verde y con mayor humedad
(>50%), debido a la mayor dificultad para extraer el aceite por formacién de emulsiones.
Las pastas que se forman en estos casos se denominan «pastas dificiles». Conforme
avance la campana, la molienda deberd realizarse menos fina (Beltran et al., 2010). La
velocidad de giro de los martillos y el didmetro de paso de la criba tienen efectos sobre
la calidad final del aceite a causa del aumento de la temperatura de la pasta y de la
formacion de emulsiones (Caponio et al., 2003; Beltran et al., 2010; Inarejos-Garcia et al.,

2011; Di Giovacchino, 2013).
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Figura 1.29. Molino de martillos. Fuente: https://www.alfalaval.es/

1.3.1.2. Batido

Durante el batido o malaxado, las gotas de aceite formadas en la molienda y
dispersas en la pasta de la aceituna molida se unen formando una fase oleosa lo que
facilita después la separacion sélido-liquido. Es por ello por lo que esta etapa es clave en
cuanto al rendimiento industrial de una almazara, aunque sin olvidar la calidad (Polari
et al., 2018). Como ejemplo, los compuestos volatiles que diferencian a los aceites de oliva
se producen principalmente por oxidacion de los 4cidos grasos durante el batido. La ruta
de la lipoxigenasa (LOX), gracias a la liberacién de enzimas tras la rotura de los tejidos
vegetales (Kalua et al., 2007), es otra via de formacién de volatiles durante el batido. El
contenido y la tipologia de compuestos fendlicos del aceite de oliva también resulta
afectado debido al incremento de la actividad de enzimas como [-glucosidasas,

esterasas, oxidasas y fenoloxidasas (Miho et al.,2020).

El tiempo de batido puede depender de las emulsiones que se hubieran formado
en la pasta tras la molienda, especialmente si la molienda ha sido violenta. Estas
emulsiones, debidas en parte a las lipoproteinas que rodean las gotas de aceite que
impiden su coalescencia (Di Giovacchino, 2013), conducen a una baja extractabilidad
debido a que parte del aceite se pierde con los residuos. La adicién de talco natural
(silicato magnésico hidratado) o arcilla caolinitica, tinicos coadyuvantes tecnologicos
permitidos (BOE, 2015), facilitan la extraccion en pastas demasiado hiimedas (aceitunas
muy verdes, lluvias recientes, exceso de riego, etc.). El aumento de la temperatura
también sirve de ayuda a la extraccién, disminuyendo la viscosidad de la fase oleosa,

por lo que el batido de la pasta suele ser termorregulado (25-30 °C) para facilitar la
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coalescencia. Asi, las batidoras (Figura 1.30) disponen de un sistema de calefaccion

situado en una doble pared.

Figura 1.30. Batidora horizontal de dos cuerpos, con detalle ampliado de las paletas, para
extraccion de aceite de oliva. Fuente: Pieralisi.

En general, la mezcla de la pasta de aceituna se realiza entre 30 y 60 minutos, y
la temperatura oscila entre 25 °C y 32 °C. (Di Giovacchino et al., 2002a; Inarejos-Garcia et
al., 2009). Tiempos excesivamente largos de batido y temperaturas elevadas incrementan
el rendimiento en la extraccion de aceite de oliva, pero pueden afectar a la composicion
de compuestos volatiles, aunque de distinta manera dependiendo del cultivar, lo que
influiria en la calidad organoléptica del aceite de oliva (Kalua et al., 2007; Luki¢ et al.,
2017). Aceites mas amargos y astringentes, por aumento del contenido de fenoles se dan
en aceites obtenidos con temperaturas superiores a 30 °C (Inarejos-Garcia et al., 2009;
Lukic et al., 2017) mientras que la concentracion de estos compuestos se reduce al utilizar
tiempos de batido largos (Civantos, 1999; Di Giovacchino et al., 2002a; Inarejos-Garcia et
al., 2009). Investigaciones realizadas en compuestos fendlicos individuales, no sobre el
contenido total de éstos, hallaron que el aumento del tiempo de batido no afecta por

igual a los diferentes compuestos fendlicos (Lukié et al., 2017; Miho et al., 2020).

1.3.1.3. Centrifugacion

Los sistemas de extraccion en continuo utilizan la centrifugacion para la
separacion solido-liquido, es decir, para separar el aceite de la pasta de la aceituna. La
centrifuga horizontal o «decanter» utiliza la fuerza centrifuga generada por un rotor que

gira a determinadas revoluciones por minuto y separa las distintas fases que contiene la
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pasta de la aceituna gracias a la diferente densidad de cada una de ellas. En Espana, el
sistema de extraccién en continuo mayoritariamente es de dos fases, es decir, el decanter
solo dispone de dos salidas: una de ellas para la salida de la mezcla de orujo y alpechin
(alpeorujo) y la otra, para la salida del aceite (Figura 1.31). Otro tipo de decanter son los
de 3 fases, en los que hay tres salidas para separar el aceite de los sélidos u orujo y del
alpechin liquido. Con esta tecnologia, en desuso en Espafia, se obtienen orujos con menor
grado de humedad, pero a su vez mayor volumen de alpechin lo cual menos es

sostenible desde el punto de vista medioambiental.

DECANTER (Centrifugado horizontal)

I

Entrada de
materia solida

) Salida del aceite de oliva
Salida de

materia solida

Centrifugadora
vertical ——

Aceite

Agua limpio

Figura 1.31. Esquema del proceso de centrifugacion (horizontal y vertical) del aceite de oliva en
una almazara.

Una cierta cantidad de agua, mucho menor que en los sistemas de tres fases, se
adiciona al decanter para mejorar la eficacia de la extraccion de aceite, especialmente
cuando la humedad de las aceitunas es baja. Aunque, se puede adicionar agua tanto en
el molino como en la termobatidora, la adicion en el decanter es mas comun. Debido al
cardcter hidrofilico de los compuestos fendlicos, la adiciéon de agua en el proceso de
extraccion del aceite de oliva podria reducir su contenido (Jiménez et al.,1995) aunque,
en resultados obtenidos en laboratorio, se ha observado que estos compuestos polares
se eliminan junto con el agua cuando se aplica la fuerza centrifuga sin necesidad de

adicién de agua externa (Gila et al., 2022).

La clarificacion del aceite, o eliminacion del agua y de las impurezas solidas

residuales en suspension del aceite, antes de su almacenamiento suelen realizarse
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mediante centrifugacién vertical, aunque aun quedan almazaras que utilizan la
decantaciéon natural. Una vez filtrados, los aceites se almacenan en recipientes
adecuados, como tanques de acero inoxidable, para protegerlos de la luz, el calor y el

aire, preservando asi su calidad y propiedades organolépticas.

1.3.2. Composicion quimica del aceite de oliva virgen

El aceite de oliva virgen (AOV) esta constituido por una fraccion mayoritaria
compuesta principalmente por triglicéridos (TAGs), aproximadamente un 99% (Boskou
et al., 2015a), y una fracciéon minoritaria. Ciertos componentes de la fracciéon minoritaria,
como los compuestos fenodlicos, los pigmentos o los compuestos volatiles, son muy
importantes ya que diferencian los aceites de oliva virgen del resto de aceites vegetales
que deben de refinarse, ya que estos compuestos se pierden durante los procesos de

refinado.

1.3.2.1. Fraccién mayoritaria

Esta fraccion del aceite de oliva virgen ha sido tradicionalmente conocida como
fraccién saponificable, denominada asi ya que forma jabones cuando se trata con un

hidréxido alcalino. Agrupa principalmente triglicéridos (TAGs).

1.3.2.1.1. Triglicéridos

Los triglicéridos (TAGs) se forman a partir de la esterificacion de cada grupo
hidroxilo del glicerol por acidos grasos, segn la especificidad enzimatica, durante la
lipogénesis que tiene lugar a lo largo del desarrollo de la aceituna. Las rutas de
biosintesis de triglicéridos en la aceituna (ver seccidon 1.2.2.2.2) permiten la formacion

unicamente de ciertos tipos de TAGs.

Se han identificado y cuantificado veinte tipos diferentes de triglicéridos, aunque
solo cinco de ellos estan presentes en proporciones significativas: oleico-oleico-oleico
(O0O0), que representa aproximadamente la mitad de la porcion total de TAG que se
encuentra en el AOVE, palmitico-oleico-oleico (POO), oleico-oleico-linoleico (OOL),

palmitico-oleico-linoleico (POL) y estedrico-oleico-oleico (SOO) (Ledn-Camacho et al.,
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2013; Boskou et al., 2015a). El analisis de la composicion de TAGs en los AOV es una de
las herramientas para la identificacion de adulteraciones con otros tipos de aceites o

grasas (Ledn-Camacho et al., 2013; Gémez-Coca et al., 2020; Conte, 2020a).

1.3.2.1.2.  Acidos grasos

En los aceites de oliva virgen, los acidos grasos no se encuentran generalmente
en sus formas libres, sino que, en su mayor parte, forman ésteres con otros compuestos,
principalmente triglicéridos, en los que los acidos grasos son el 94-96% del peso total de

los TAGs.

La composicion en dcidos grasos de los aceites de oliva, al igual que la mayoria
de los aceites vegetales, esta constituida por acidos grasos que tienen entre 14 y 24
atomos de carbono. La caracteristica que diferencia al aceite de oliva del resto de aceites
es la composicion relativa entre los dcidos grasos, fundamentalmente por el alto
contenido en 4cido oleico (C18:1) (55,00-85,00%), principal dcido graso monoinsaturado.
Otros acidos grasos importantes en el aceite de oliva son: palmitico (C16:0), palmitoleico
(C16:1), estedrico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3) (Tabla 1.6).

Tabla 1.6. Limites de composicion (%) de acidos grasos de las distintas categorias de
aceites de oliva virgen.

Nombre comun (simbolo) Contenido relativo (%)
Miristico (C14:0) <0,03
Palmitico (C16:0) 7,00-20,00
Palmitoleico (C16:1) 0,30-3,50
Heptadecanoico (C17:0) <0,40
Heptadecenoico (C17:1) <0,60
Estearico (C18:0) 0,50-5,00
Oleico (C18:1) 55,00-85,00
Linoleico (C18:2) 2,50-21,00
Linolénico (C18:3) <1,00
Araquidico (C20:0) <0,60
Eicosenoico (C20:1) <0,50
Behénico (C22:0) <0,20
Lignocérico (C24:0) <0,20

Fuente: UE, 2022a; COI, 2022a.
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La variabilidad que se aprecia en la composicion relativa de los acidos grasos
puede ser debida a la zona de produccidn, la latitud, el clima, la variedad y el grado de
madurez del fruto (Beltran et al., 2004a; Ripa et al., 2008; Inglese et al., 2011). De hecho, la
influencia del origen geografico, entendido como un conjunto de factores (cultivar, zona
de produccion, practicas culturales agrondmicas), sobre el perfil de los acidos grasos ha
permitido utilizarlos como uno de los pardmetros discriminadores entre AOV de
distintas zonas productoras (Noorali et al., 2014; Borges et al., 2017). Con este criterio, la
composicion relativa de los acidos grasos principales se ha introducido en pliegos de
condiciones de algunas DOP (MAPA, 2023b). El conocimiento de la composicion en
acidos grasos, tanto cualitativamente como cuantitativamente, de los aceites de oliva
también es uno de los puntos clave en la identificacion de posibles adulteraciones (Conte

et al., 2020b; UE, 2022a; COI, 2022a; Codex Alimentarius, 2021).

1.3.2.2. Fraccion minoritaria

La fraccion minoritaria representa tnicamente un 1-2% del peso del aceite de
oliva virgen, pero esta constituida por una amplia variedad de compuestos de distinta
naturaleza y estructura quimica, lo que confiere al AOV sus propiedades diferenciadoras
organolépticas y bioldgicas, entre otras. Muchos de estos compuestos no producen
jabones en presencia de hidroxidos alcalinos, en cambio son solubles en disolventes
como hexano o éter después de la saponificacion. Por ello, a esta fraccion

tradicionalmente se le ha denominado fraccion insaponificable.

Debido a la singularidad de ciertos compuestos minoritarios, éstos son utilizados
como «huella dactilar» para demostrar la autenticidad de los AOV, asi como para la
identificacion de la variedad y del origen geografico del aceite (Noorali ef al., 2014; Conte
et al., 2020b). Este es el caso de los esteroles. Otros componentes, como los compuestos
fendlicos, juegan un papel fundamental en la estabilidad frente a la oxidacién de los

AOV.

Dentro de esta fraccion pueden establecerse dos grupos (Boskou et al., 2015a):

aquellos compuestos derivados de los acidos grasos, como mono- y diglicéridos, acidos
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grasos libres, fosfolipidos, ceras y ésteres de esteroles, y otros compuestos no
relacionados quimicamente con ellos, como hidrocarburos, compuestos terpénicos,

esteroles, compuestos fendlicos, alcoholes alifaticos, y pigmentos (Tabla 1.7).

Tabla 1.7. Algunos de los componentes minoritarios en el AOV.

Compuesto Concentracion (mg/kg)
Hidrocarburos 1.500-8.000
Terpenos 1.000-3.000
Esteroles 800-2.600
Fenoles 20-1.000
Alcoholes alifaticos 100-200
Tocoferoles 50-300
Clorofilas 0,2-5
Feofitinas 0,2-20

Fuente: Surra et al., 2015.

1.3.2.2.1. Ceras

La esterificacion de los 4cidos grasos con alcoholes grasos de estructura lineal da
lugar a la formacion de ceras (Ledn-Camacho et al., 2013), compuestos ubicados en la piel
de la aceituna y claves en la identificacion de fraudes en el aceite de oliva (Conte et al.,
2020b; UE, 2022a; COI, 2022a; Codex Alimentarius, 2021). Las principales ceras halladas
en el aceite de oliva son ésteres del 4cido oleico o palmitico, con niimero de carbonos
entre 36 y 46. Las ceras contempladas como criterio legislativo paralos AOV son las ceras

de 42 a 46 atomos de carbono (UE, 2022a; COI, 2022a).

El contenido en ceras (< 150 mg/kg en AOV) puede oscilar segtin la variedad, el
ano de cosecha, el proceso tecnoldgico utilizado o incluso las condiciones de
almacenamiento (Ranalli y Angerosa, 1996). Por ello, este criterio debe combinarse con
otros como el contenido en dialcoholes triterpénicos (eritrodiol y uvaol) o la

concentracion de alcoholes alifaticos.

1.3.2.2.2.  Mono- y diglicéridos

Los mono- y diglicéridos (1,2- y 1,3-isémeros) se encuentran en el aceite de oliva
en cantidades muy pequenas (diglicéridos, entre 1,0 y 2,8%; monoglicéridos, menos del

0,25%). El contenido de 1,2-diglicéridos es atribuido a la biosintesis incompleta de los
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triglicéridos. Mientras, los 1,3-diglicéridos proceden de la degradacion de los TAGs, por
una hidroélisis enzimatica o quimica, que podria ocurrir antes o durante el proceso de

extraccion del aceite (Leon-Camacho et al., 2013; Boskou et al., 2015a).

1.3.2.2.3. Hidrocarburos

Los hidrocarburos son una extensa familia de compuestos que pueden estar
presentes en mayor o menor medida segun las categorias de los aceites de oliva y de
orujo de oliva. En los aceites de oliva virgen, el hidrocarburo mas importante es el
escualeno, precursor de la biosintesis de los esteroles. El aceite de oliva virgen es una de
las principales fuentes de obtencion de este hidrocarburo (Ferndndez-Cuesta et al., 2013;
Boskou et al., 2015a) cuyas acciones bioldgicas estan siendo objeto de numerosos estudios

por su importancia (Lou-Bonafonte et al., 2018).

1.3.2.2.4. Esteroles (4-desmetilesteroles)

Los esteroles son una familia de mas de 250 compuestos con una estructura basica
comun compuesta por un anillo tetraciclico, el ciclopenta[a]fenantreno, un grupo
hidroxilo en la posicion C-3 (anillo A) y una larga cadena lateral flexible en C-17 del

anillo D (Figura 1.25) (Piironen et al., 2000).

Por razones estructurales y biosintéticas, segin el nimero de grupos metilo
(-CHs) que figuren en la posicion C-4, estos compuestos se clasifican en:
4,4-dimetilesteroles (dos grupos metilo), 4a-metilesteroles (un grupo metilo) o
4-desmetilesteroles (ninguin grupo metilo). Las dos primeras familias, 4a-metilesteroles
y 4,4'-dimetilesteroles (o alcoholes triterpénicos), son los precursores de los esteroles,
término comun con el que se conoce a los 4-desmetilesteroles (ver seccién 1.2.2.4)
(Leon-Camacho et al., 2013). Este ultimo grupo de esteroles es el de mayor concentracion
en el aceite de oliva virgen, aunque el resto también tiene su importancia. Los
4-desmetilesteroles se agrupan en el AOV en esteroles A5- 0 A7-, segtin la posicién del
doble enlace en el anillo B (Figura 1.32), y, ademas, en 24-metil- o 24-etilesteroles, seguin

tengan un sustituyente metilo adicional en el C-24 (Figura 1.25) (Piironen et al., 2000).
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B-sitosterol A5-avenasterol

Figura 1.32. Estructura quimica de algunos de los 24-etilesteroles (A5- y A7-) que contiene el aceite
de oliva. Fuente: Imagen propia.

Siendo la fraccion esterdlica similar en todos los aceites vegetales, la proporcion
de cada uno de ellos varia de una especie vegetal otra. Asi, los esteroles predominantes
en el aceite de oliva son B-sitosterol (75-90%), A5-avenasterol (5-36%), campesterol (2-4%)
y estigmasterol, en orden decreciente (Boskou et al., 2015a). Otros esteroles identificados,
pero en menores concentraciones, son colesterol, 24-metilencolesterol, campesterol,
campestanol, = A7-campesterol,  A5,23-estigmastadienol, clerosterol, sitostanol,
A5,24-estigmastadienol, A7-estigmastenol y A7-avenasterol (UE, 2022a; COI, 2022a)
(Tabla 1.8). Algunos de ellos, como el A5,23-estigmastadienol, se encuentran a nivel traza

en los aceites de oliva virgen pero su concentracion aumenta con el refinado del aceite

(Ledn-Camacho et al., 2013).

La proporcion relativa de cada esterol en los aceites de oliva es una herramienta
fundamental para la deteccién de adulteraciones con otros aceites vegetales. Pero, la
concentracion de los 4-desmetilesteroles, al igual que otros compuestos en el aceite de
oliva virgen, esta influenciada por la variedad, la calidad, el ambiente y factores
tecnoldgicos entre otros (Lukic¢ y Lukic¢, 2021). A pesar de haber tenido en cuenta esta

variabilidad en el establecimiento de los criterios de pureza (UE, 2022a; COI, 2022a), hay
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aceites de oliva virgen que podrian categorizarse como aceites genuinos fuera de norma

por superar estos limites (Gracia, 2001; Rivera del Alamo et al., 2004; Sevim et al., 2022).

Tabla 1.8. Contenido relativo de esteroles individuales y contenido total de esteroles en
las distintas categorias de aceites de oliva virgen.

Esterol Contenido
Colesterol <0,5%
Brasicasterol <0,1%
Campesterol <4,0%
Estigmasterol < Campesterol
[3-sitosterol aparente* <93,0%
A7-estigmastenol <0,5%
Total esteroles 21.000 mg/kg

*Suma de los esteroles individuales: A5,24-estigmastadienol, clerosterol,
[-sitosterol, sitostanol, A5-avenasterol y A5,25-estigmastadienol. Fuente: UE
(2022a); COI (2022a); Codex Alimentarius (2021).

1.3.2.2.5. Dialcoholes triterpénicos

Entre los compuestos terpénicos del aceite de oliva destacan dos dialcoholes
triterpénicos pentaciclicos, el eritrodiol y el uvaol (Figura 1.33), abundantes en el
epicarpio o piel de la aceituna. Por ello, se utilizan conjuntamente para la deteccion de
adulteracion del aceite de oliva virgen por adicién de aceite de orujo evaluando su
contenido, en porcentaje, respecto al total de esteroles (UE, 2022a; COI, 2022a). El
eritrodiol es el dialcohol mas relevante y esta principalmente influenciado por la
variedad de la aceituna. Se han hallado contenidos de este triterpeno que oscilan entre 6

y 74 mg/kg en aceites monovarietales (Aparicio y Luna, 2002; Allouche et al., 2009).

Eritrodiol Uvaol

Figura 1.33. Estructura quimica de eritrodiol y uvaol. Fuente: Imagen propia.
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1.3.2.2.6. Alcoholes alifiticos o alcoholes grasos

Los alcoholes alifaticos son alcoholes saturados de cadena lineal con longitudes
que oscilan entre 18 y 28 nameros de carbonos. En el aceite de oliva predominan los de
numero par de carbonos, a diferencia de los aceites de semillas. Estos son: docosanol
(C22), tetracosanol (C24), hexacosanol (C26) y octacosanol (C28). Como precursores de
otros compuestos presentes en los aceites de oliva, las ceras, podria ocurrir un aumento
del contenido de ceras en aceites de oliva debido a un almacenamiento prolongado si,

inicialmente, el aceite presentara altos contenidos de alcoholes alifaticos.

1.3.2.2.7. Compuestos fenolicos

Quimicamente los compuestos fenolicos del aceite de oliva virgen pueden ser
definidos como sustancias con un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo
(-OH). Tradicionalmente se les ha denominado con el término polifenoles, pero no es el
mas adecuado. Esta terminologia probablemente ha sido heredada de los polifenoles del
vino, los cuales si que poseen al menos dos anillos fendlicos en la molécula como es el
caso del resveratrol, pero estos compuestos no coinciden con los que conforman el aceite

de oliva virgen (Mastralexi ef al., 2014a; Tsimidou y Boskou, 2015).

Los compuestos fenolicos estan relacionados principalmente con la actividad
antioxidante de los aceites vegetales, aportando estabilidad ante la oxidacién, pero
también es muy importante su actividad bioldgica. Se encuentran en cantidades totales
e individuales muy variables dependiendo de diversos factores como la variedad, el
ambiente, las condiciones agrondmicas o factores tecnologicos (Servili et al., 2009; Boskou

et al., 2015a).

Segln su cardcter polar, algunos autores los clasifican en fenoles no polares o

lipofilicos y enfenoles polares o hidrofilicos.
A) Fenoles no polares

Los tocoferoles son los compuestos fendlicos lipofilicos mayoritarios que pueden
encontrarse en los aceites vegetales en general. Se han descrito en la naturaleza ocho

compuestos pertenecientes a la familia de tocoferoles, sin embargo, mas del 90% de la
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concentracion total de tocoferoles en el AOV contiene a-tocoferol (Figura 1.34) (Servili et

al., 2009).

CHj

CH3

Figura 1.34. Estructura quimica del a-tocoferol. Fuente: Imagen propia.

B) Fenoles polares

Los fenoles polares del AOV, también denominados biofenoles, constituyen un
grupo muy numeroso y diverso de compuestos que estan presentes en el mesocarpio de
la aceituna. Son metabolitos secundarios y se consideran como parte del sistema quimico
defensivo del fruto. Tras el proceso de extraccién, una pequefia parte de estos
compuestos se transfiere al aceite de oliva virgen por un reparto de los componentes
entre la fase oleosa y el agua de vegetacion (Artajo et al., 2006, 2007; Abenoza et al., 2019).
Estos compuestos confieren al AOV las propiedades organolépticas que le caracterizan,
concretamente el sabor amargo y las sensaciones cinestésicas de astringencia y picor,
ademds de propiedades saludables (Kiritsakis, 1998; Gutiérrez-Rosales et al., 2003;
Mateos et al., 2004; Servili et al., 2014). Su concentracion es minima en otros aceites y
grasas al ser sometidos a procesos de refinado (Boskou et al., 2015b). Aunque se han
determinado en el AOV amplios rangos en el contenido total de compuestos fendlicos
polares (50-1.000 mg/kg), los valores mas habituales son 100-300 mg/kg (Boskou et al.,
2015b).

Caracterizar esta fraccidon polar de los aceites de oliva virgen, determinando a su
vez la concentracion total e individual de cada compuesto, ha presentado considerables
desafios. Existe una gran variabilidad de compuestos fenoélicos inherente en el AOV (El
Riachi et al., 2011a; Miho et al., 2021). A esto se le suman nuevos compuestos generados
por las variadas reacciones quimicas y enzimaticas que experimentan los biofenoles
durante el proceso de extraccion del aceite (Angerosa et al., 2001; El Riachi et al., 2011b;

Taticchi et al, 2013) y posteriormente, segin el tiempo y condiciones de su
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almacenamiento (Brenes et al., 2001; Morell6 et al., 2004; GOomez-Alonso et al., 2007;
Daskalaki et al., 2009; Abenoza et al., 2015b). Los fenoles en su forma libre o hidrolizados
predominan en los aceites almacenados, mientras que los aceites recién elaborados
contienen fenoles mas complejos de agliconas secoiridoideas (Brenes et al., 2001; Servili
et al., 2014). Otro inconveniente anadido ha sido la dificultad en realizar comparativas
entre los resultados obtenidos en una amplia gama de estudios llevados a cabo, tanto del
contenido de fenoles totales como de fenoles individuales, debido a los numerosos

métodos diferentes aplicados para su analisis y para la expresion de resultados.

La gran diversidad estructural de los compuestos fenolicos polares (Figura 1.35)
puede agruparse en funcion de los grupos mds importantes que estan presentes en el

aceite de oliva virgen como (El Riachy et al., 2011):

a) Acidos fendlicos: derivados del acido benzoico (acido vanilico, siringico,
p-hidroxibenzoico y galico) y derivados del acido cinamico (acido cafeico,
p-cumarico, o-cumadrico y feralico).

b) Fenoles simples: hidroxitirosol (3,4-DHPEA), acetato de hidroxitirosol,
tirosol (p-HPEA), acetato de tirosol, glucdsido de hidroxitirosol, vainillina.

c) Secoiridoides y sus derivados: formas aldehidicas del acido decarboximetil
elendlico enlazado a hidroxitirosol (oleaceina o 3,4-DHPEA-EDA) y a tirosol
(oleocantal o p-HPEA_EDA), agliconas de oleuropeina (3,4-DHPEA-EA) y
de ligustrosido (p_HPEA-EA), formas aldehidicas de oleuropeina y
ligustrosido aglicona, 4cido elendlico (libre y glucdsido).

d) Flavonoides: luteolina y apigenina.

e) Lignanos: (+)-1-acetoxipinoresinol y (+)-pinoresinol.

f) Hidroxil-isocromanos: 1-fenil-6,7-dihidroxiisocromano y

1-(3'-metoxi-4'-hidroxi)fenil-6,7-dihidroxiisocromano.
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Acidos fenélicos
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Figura 1.35. Estructura quimica de los principales compuestos fenolicos polares en el AOV.
Fuente: Imagen propia.
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1.4. LA CALIDAD Y AUTENTICIDAD DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN

1.4.1. Calidad y autenticidad

Definir los conceptos calidad y autenticidad o pureza de un alimento, en concreto
del aceite de oliva virgen, presenta un desafio debido a la complejidad y la naturaleza,
tanto objetiva como subjetiva, de estos términos. La Real Academia Espafiola (RAE), en
su Diccionario panhispanico del espanol juridico (DPE]), define la calidad como
«conjunto de propiedades de un producto, de un servicio, de una empresa o de una
organizacion que le confieren su aptitud para satisfacer unas necesidades expresadas o
implicitas». En este sentido, y respecto al aceite de oliva virgen, cabria destacar de la
definicién el componente objetivo «necesidades expresadas» entendidas como requisitos
regulatorios o normativos. Las «necesidades implicitas» corresponderian a requisitos
nutricionales, de seguridad alimentaria, ademas de ciertas caracteristicas organolépticas
que el consumidor presupone y que, por lo tanto, dependen de la percepcion subjetiva

de cada individuo.

La autenticidad y la pureza se relacionan con la genuinidad y la integridad del
alimento, es decir, la correspondencia entre su identidad declarada y su composicion
real. En el contexto del aceite de oliva virgen, la autenticidad implica que el producto
provenga exclusivamente de aceitunas y se obtenga mediante métodos mecanicos, sin
adulteracidon ni mezclas con otros aceites. La pureza supone la ausencia de impurezas,

contaminantes o adulterantes en el aceite.

1.4.2. Calidad y pureza reglamentada del aceite de oliva virgen

El alto precio y el reconocimiento de los aceites de oliva virgen como un producto
saludable y de alta calidad lo convierten en un objetivo atractivo para diversas practicas
fraudulentas. Los fraudes pueden implicar la comercializacién del aceite en categorias
superiores a las que le corresponderia seguin su categoria comercial verificada a través

de un etiquetado incorrecto, asi como la adulteraciéon mediante la mezcla con otros

92



Introduccién

aceites vegetales mas econdmicos. Este modo de proceder, ya sea intencionado o no,
genera un perjuicio muy significativo, tanto para los consumidores que reciben un
producto que no cumple con sus expectativas, como para los diversos actores del sector
oleicola que se esfuerzan por mantener altos estandares de calidad en la produccion y
comercializacion de los aceites de oliva virgen. Dadas estas circunstancias, resulta
pertinente establecer regulaciones y normas de comercializacion rigurosas que

garanticen la calidad y autenticidad de los aceites de oliva.

Existen multiples regulaciones y normativas vigentes que se aplican segun el
lugar de comercializacion de los aceites de oliva. Para ello, diversos organismos, como
la Unién Europea (UE 2022a, 2022b), el Consejo Oleicola Internacional (COI, 2022a) y el
Codex Alimentarius (2021), se encargan de establecer y supervisar las principales
normativas. Ademads, algunos Estados productores tienen sus propias regulaciones
especificas, como Australia (AS, 2011) o Estados Unidos (USDA, 2010). Dentro de la UE,
la legislacién concerniente a los aceites de oliva estd compuesta por regulaciones de
obligado cumplimiento, las cuales estan sujetas a sanciones en caso de incumplimiento.
Por otro lado, en el comercio internacional, se aplican las normativas establecidas por el
COlI en los paises que las reconocen, o bien pueden regirse por las directrices del Codex
Alimentarius, que establece estandares internacionales para el comercio de alimentos.
Es importante resaltar que las normas establecidas por estos organismos internacionales
representan acuerdos voluntarios aceptados por los paises signatarios, con el objetivo de

regular el comercio internacional.

Para lograr la diferenciacion adecuada entre los diferentes tipos de aceites de
oliva, es esencial establecer tanto las propiedades fisicas y quimicas especificas de cada
categoria, como las caracteristicas sensoriales inherentes a los aceites de oliva virgenes.
Las regulaciones y normativas vigentes proporcionan definiciones claras de las
categorias comerciales (como virgen extra, virgen, lampante, entre otras), ademas de
establecer limites especificos para los parametros quimicos relevantes que aseguran la

autenticidad y pureza del aceite de oliva.
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Las definiciones de las categorias comerciales de aceite de oliva suelen ser
similares entre los organismos reguladores o incluso iguales. Pero en algunos casos
existen discrepancias en los valores de los pardmetros quimicos como, por ejemplo, en
el contenido de ciertos acidos grasos o esteroles o incluso en parametros sensoriales. Esto
supone un obstaculo en el comercio internacional al tratar de garantizar la calidad y

autenticidad de ciertos aceites de oliva.

El principal desafio actual en la elaboracion de normas para el aceite de oliva
radica en la consideracion de una amplia diversidad de aceites de oliva virgen de
diferentes regiones y variedades de olivos. Con la expansion de los olivares mas alla del
area mediterranea tradicional de cultivo, se han encontrado aceites virgenes auténticos
que no cumplen, en uno o mas parametros quimicos, los limites establecidos por las
normas comerciales actuales (Ceci y Carelli, 2007; Mailer et al., 2010; Guillaume et al.,
2012; Manai-Dijebali et al., 2012; Srigley et al, 2016; Chennit et al., 2021). Esto no se limita
solo a olivares no mediterrdneos, sino que también incluye aceites de oliva de variedades
mediterraneas (Gracia, 2001; Salvador et al., 2001, 2003; Rivera del Alamo et al., 2004;
Gracia et al., 2009; Kycyk et al., 2016). Estas situaciones han llevado a la actualizacién de
los limites para estos compuestos quimicos, en casos particulares, en las sucesivas
modificaciones normativas. El desarrollo e implementacion de arboles de decisién ha
sido considerada como otra estrategia viable, con el propodsito de permitir una
clasificaciéon efectiva de los aceites genuinos sin poner en riesgo el control sobre la
adulteracion. Sin embargo, se requiere una adopcion mas generalizada en las diversas
normativas vigentes para su plena eficacia ya que persisten discrepancias entre las
regulaciones y normas comerciales vigentes en el ambito del comercio internacional. El
cambio climatico podria ademas plantear nuevos retos en términos del cumplimiento de
los limites establecidos en olivares que hasta ahora no habian presentado desviaciones

normativas.

En este sentido, tanto la regulacién actualmente vigente de la UE (2022a) como
las normas del COI (2022a) y del Codex Alimentarius (2021) contemplan arboles

decisionales en cuanto a las desviaciones que pudieran producirse respecto a los
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contenidos en campesterol (Figura 1.36, Figura 1.37) y A7-estigmastenol (Figura 1.38,
Figura 1.39) en los aceites de oliva virgen y virgen extra. Sin embargo, como se puede

observar, no coinciden entre si.

[ 4,0% < Campesterol < 4,5% ]

[ Estigmasterol < 1,4% ] [ A7—estigmatenol< 0,3% ]

Figura 1.36. Arbol de decisién del campesterol para AOVE y AOV. Fuente: UE (2022a), COI
(2022a).

[ 4,0% < Campesterol < 4,5% ]

[ Estigmasterol <1,4% ] [ A7—-estigmatenol < 0,3% ][ Estigmastadienos < 0,05mg/kg ]

Figura 1.37. Arbol de decisién del campesterol para aceites de oliva en general. Fuente: Codex
Alimentarius (2021).

[ 0,5% < AT7—estigmatenol < 0,8% ]

[ Campesterol < 3,3% ][ Estigmasterol < 1,4% ] Ap.B-sitosterol/ [ AECN42 <10,10]| ]
(camp.+A7-estig) > 25

Figura 1.38. Arbol de decisién del A7-estigmastenol para AOVE y AOV. Fuente: UE (2022a).

[ 0,5% < A7—estigmatenol < 0,8% ]

[ Ap.p-sitosterol/campesterol = 28 ] [ AECN42<[0,10] ]

Figura 1.39. Arbol de decisién del A7-estigmastenol para AOVE y AOV. Fuente: COI (2022a).
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La norma Codex Alimentarius (2021) no contiene arbol decisional en caso de
valores de A7-estigmatenol superiores a 0,5%. Esta situacion también se observa en la
normativa estadounidense (USDA, 2010) (Garcia-Gonzalez et al.,, 2017). Otras
normativas podrian aplicar criterios diferentes. En el caso de la legislacion europea, los
arboles de decision (Figura 1.38, Figura 1.39) fueron introducidos mediante el
Reglamento de Ejecucion (UE) n° 1348/2013, por el que se modificaba el Reglamento
(CEE) n° 2568/1991, (UE, 2013) y han ido manteniéndose en las diferentes modificaciones
del Reglamento (CEE) No 2568/1991 (CEE, 1991).

Las regulaciones de la UE han evolucionado a lo largo del tiempo, estableciendo
parametros, valores limite y métodos analiticos de control para verificar la calidad y
pureza de los aceites de oliva. De hecho, a lo largo del desarrollo experimental de la
presente Tesis Doctoral, que tuvo lugar entre los afios 2017 y 2019, 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 (CEE, 1991), era el que estaba vigente. Su
derogacion en 2022, tuvo lugar a través del Reglamento Delegado (UE) 2022/2104, el cual
mantuvo sin cambios técnicos significativos las caracteristicas de calidad y pureza de los
aceites de oliva segun sus categorias comerciales (UE, 2022a). Ademas, el Reglamento
Delegado (UE) 2022/2105 estableci¢ las normas relativas a los controles de conformidad
de las normas de comercializacion del aceite de oliva y los métodos de andlisis de sus
caracteristicas, haciendo referencia a los métodos vigentes publicados por el COI (UE,
2022b). Estos cambios en la legislacion europea no han tenido impacto alguno en el

desarrollo de la presente Tesis Doctoral.

Los parametros establecidos en ambas regulaciones europeas (UE, 2022a, 2022b)
son los unicos que pueden emplearse en los controles oficiales en la Unién Europea. De
la misma manera, los métodos que se mencionan son los tnicos autorizados para los
laboratorios designados por cada Estado miembro, como el Laboratorio Agroambiental
del Gobierno de Aragon, responsable de llevar a cabo dichos controles en la Comunidad

Auténoma de Aragon.
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En definitiva, el Reglamento Delegado (UE) 2022/2104, por el que se completa el
Reglamento (UE) n° 1308/2013 del Parlamento Europeo y el Consejo, en lo que respecta
a las normas de comercializacién del aceite de oliva, y por el que se derogan el
Reglamento (CEE) n°® 2568/91 de la Comision y el Reglamento de Ejecucion (UE) n°
29/2012 de la Comision (UE, 2022a), es el que establece, en su anexo I, las caracteristicas
de calidad y de pureza que deben de cumplir las distintas categorias de los aceites de

oliva virgen comercializados en la Unién Europea.

1.4.2.1. Caracteristicas de calidad

El aceite de oliva virgen obtenido a partir de aceitunas sanas y recolectadas en un
estado optimo, transportadas y procesadas de manera inmediata y sometidas a proceso
de extraccion fisico no agresivo (trituracién, malaxado, centrifugacion, filtracion)
preserva sus propiedades organolépticas y nutricionales, ademas de su calidad. Este
aceite es el resultado fiel de lo que la aceituna ha contenido hasta el momento de su
recoleccion. Cuando la aceituna sufre deterioro debido a diversas causas como
microorganismos, plagas, heladas o caida al suelo, o cuando se extrae su aceite
utilizando métodos agresivos sin mantener la higiene adecuada, el aceite de oliva
resultante adquiere caracteristicas organolépticas que revelan estas practicas

inadecuadas, y su calidad fisicoquimica se vera alterada.

Las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas que deben reunir los aceites
de oliva virgen se engloban dentro de las caracteristicas de calidad que deben de cumplir

segun las distintas categorias de los aceites (UE, 2022a) (Tabla 1.9).

Tabla 1.9. Caracteristicas de calidad para los aceites de oliva virgen (UE, 2022a).

, Aceite de oliva Aceite de Aceite de oliva
Parametro . . .
virgen extra oliva virgen lampante

Acidez (% ac. oleico) <08 <20 >2,0
Indice peréxidos (mEq Oz/kg) <20,0 <20,0 —
K232 <2,50 <2,60 —
Kazo <0,22 <0,25 —

AK <0,01 <0,01 —
Esteres etilicos (mg/kg) <35 — —
Mediana del defecto (Md) 0,0 <35 —
Mediana del frutado (Mf) >0,0 >3,5 —
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1.4.2.1.1. Calidad fisicoquimica

La calidad fisicoquimica se determina segun los pardmetros que recoge la

Tabla 1.9 y que se detallan a continuacion.

A) Acidez

Informa sobre el deterioro en la calidad del aceite de oliva producido por la
hidrdlisis de los triglicéridos (TAGs), que resulta en la liberacion de acidos grasos al
romperse los enlaces éster. Este proceso de hidrdlisis se ve favorecido por la lipdlisis
enzimatica o microbiana que ocurre en la aceituna, la cual puede ser causada por plagas,
un almacenamiento inadecuado tanto de la aceituna como del aceite de oliva, y

condiciones de humedad o temperaturas inapropiadas.

B) Indice de peréxidos

Las insaturaciones de los acidos grasos son susceptibles de autooxidaciones por
la accion del oxigeno, las cuales pueden verse aceleradas por la exposicion a la luz
(fotoxidacion), la presencia de metales como el hierro o el cobre, o incluso por pigmentos

como la clorofila.

El indice de perdxidos estd relacionado exclusivamente con los productos
primarios de oxidacion, los hidroperdxidos, que se producen antes de que sea
perceptible a nivel organoléptico. A medida que progresa la oxidacién, es posible que
este parametro disminuya debido a la formacion de otros productos de oxidacion
intermedia y secundaria, por lo que no proporciona una representacion exhaustiva del

estado oxidativo de un aceite.

C) Coeficientes de absorcion al UV-Visible

Los coeficientes de absorcion al UV-Visible engloban tres parametros: K7, Koz y
AK. El valor de K, es la medida de la oxidacién primaria del aceite de oliva
conjuntamente con el indice de perdxidos. Los hidroperoxidos y dienos formados, éstos
altimos compuestos corresponden a una oxidacion intermedia, absorben cerca de la

longitud de onda 232 nm, por lo que pueden cuantificarse. Por otro lado, el parametro
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K20 cuantifica los compuestos carbonilicos producidos por un proceso de oxidacion
secundaria, mas avanzada, del aceite de oliva. El valor de Kzn también proporciona
informacion sobre trienos conjugados generados en procesos de refinado, lo que podria
indicar la mezcla de aceites de oliva virgen con aceites refinados. Finalmente, el
parametro AK cuantifica otros productos de degradacion que absorben en longitudes de

onda entre 266 a 274 nm.

D) Esteres etilicos de los dcidos grasos

El contenido de ésteres etilicos de acidos grasos esta estrechamente relacionado
con las aceitunas de baja calidad y los procesos fermentativos en los que participa el
etanol, por ejemplo, como producto generado en la fermentacion de los aztcares que
contiene la pulpa de la aceituna. Estos compuestos se forman por la reaccion entre los
acidos grasos libres y el etanol, por lo que aceites con mayor acidez son proclives a tener

mayor concentracion de estos compuestos.

En el caso de aceites de oliva de baja calidad con ligeros defectos organolépticos,
practicas ilegales como la neutralizacion y la desodorizacion suave a baja temperatura
se utilizan para ocultar sus caracteristicas negativas. La desodorizacion suave, utilizada
en estas practicas fraudulentas no elimina por completo los ésteres etilicos de acidos
grasos, lo que los convierte en marcadores indirectos de estas practicas. Aunque no todos
los aceites sometidos a desodorizacion suave, como los aceites rancios, presentan niveles

elevados de ésteres etilicos de acidos grasos (Gémez-Coca et al., 2016).

1.4.2.1.2. Calidad organoléptica

Las reacciones que se han descrito como responsables de la pérdida de calidad
fisicoquimica del aceite de oliva virgen (hidrdlisis de triacilglicéridos, autooxidacién y
fotoxidacion de los acidos grasos, oxidacion microbiologica, fermentacidon de aztcares y
degradacion de aminodcidos) también generan compuestos organicos volatiles que
contribuyen en gran medida a los atributos sensoriales negativos (Procida et al., 2005;
Moreda et al., 2012; Cayuela et al 2015; Vichi et al 2015; Cecchi et al., 2021). Por otra parte,

los atributos positivos propios de los aceites de oliva virgen, como el sabor amargo
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(Angerosa et al., 2004) y las percepciones quinestésicas de picor y astringencia, se deben
principalmente a la presencia de compuestos fendlicos. El caracter frutado esta
relacionado principalmente con otras moléculas organicas volatiles que se generan a

través de la ruta de la lipoxigenasa (LOX) (Salas et al., 2013).

El aceite de oliva virgen es el tnico producto alimenticio que cuenta con un
método normalizado de clasificacion comercial basado en atributos sensoriales. Consiste
en laidentificacion y cuantificacion de los atributos positivos (amargo, picante y frutado)
y los principales defectos (UE, 2022a; COI, 2018). La evaluacion organoléptica es un
método que combina aspectos cualitativos y cuantitativos, ya que permite clasificar las
muestras en funcion de la mediana del defecto predominante (Md) y la presencia o
ausencia del atributo frutado. El método utilizado, desarrollado por el COI (2018) y de
aplicacion en la legislacion europea (UE, 2022b), establece cuatro categorias comerciales
de aceites de oliva virgenes: AOVE, AOV, AO corriente y AO lampante. Ahora bien, la
legislacion europea solo contempla tres categorias, del tal modo que la categoria AO
corriente no estd incluida (UE, 2022a). En la Tabla 1.9 figuran los valores de las medianas

de los atributos (Md y Mf) segtin la categoria de los aceites de oliva virgenes.

El panel de catadores encargado de la evaluacién organoléptica debe ser
seleccionado, entrenado y supervisado adecuadamente para evaluar la intensidad de los
atributos sensoriales, tanto positivos como negativos, asignandoles un valor del 0 al 10
en una ficha de cata que enumera los principales atributos (COI, 2018). Otras normas del
COl especifican las definiciones de estos atributos, los requisitos de las copas de cata, la

adecuacion de las instalaciones y el procedimiento de las sesiones de cata (COI, 2023b).

1.4.2.2. Caracteristicas de pureza

Con el objetivo de salvaguardar la autenticidad de los aceites de oliva virgen
frente a posibles practicas fraudulentas, como la mezcla con otros aceites vegetales o
incluso grasas animales, se establecieron caracteristicas o criterios de pureza (CEE, 1991;
UE, 2022a; COI, 2022a). Los compuestos quimicos que se controlan en los AOV para

verificar su autenticidad y pureza pueden tener diferentes origenes: algunos estan
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naturalmente presentes, aunque dentro de rangos o limites especificos, como ciertos
acidos grasos, mientras que otros son productos de procesos no autorizados en la
produccién de AOV, como la formacion de estigmastadienos o A5,23-estigmastadienol

durante el proceso de refinado del aceite.

En la seccion 1.3.2 de la presente Tesis Doctoral se proporciona un analisis
detallado de los compuestos quimicos naturalmente presentes en los aceites de oliva
virgen sujetos a andlisis para asegurar la pureza del aceite (Tabla 1.10). Estos compuestos
incluyen 4cidos grasos, esteroles, ceras, dialcoholes triterpénicos y alcoholes alifaticos.
Su presencia oausencia y contenido se verifica y contrasta con las caracteristicas de
pureza regulada segun la legislacion europea (UE, 2022a, 2022b) o con cualquier otra
normativa que le sea de aplicacion. Los valores permitidos en términos de pureza, para
la composicion de 4cidos grasos y esteroles, compuestos que generan mayor

controversia, se detallan en la Tabla 1.6 y en la Tabla 1.8, respectivamente.

Tabla 1.10. Deteccion de adulteracion en los aceites de oliva virgen.

Parametro Deteccion
Composicién acidos grasos (%) Presencia otros aceites vegetales o grasas animales
Isébmeros trans acidos grasos (%) Presencia aceites refinados
Ceras (mg/kg) Presencia aceite orujo
Esteroles totales (mg/kg) Presencia aceites de semillas «desesterolizados»
Composicidn esteroles (%) Presencia otros aceites vegetales o grasas animales
Eritrodiol + Uvaol (%) Presencia aceite orujo
Estigmastadienos (mg/kg)) Presencia aceites refinados
Alcoholes alifaticos (mg/ kg) Presencia aceite orujo
Monopalmitato de 2-glicerilo (%) Presencia aceites esterificados
AECN42-TAGs Presencia de aceites de semillas

Fuente: Aparicio ef al. (2013), Conte et al. (2020b).

Es necesario incidir sobre los esteroles ya que son los compuestos menores mas
importantes del aceite de oliva a efectos de autenticaciéon y, debido a que su perfil
también varia entre distintas variedades de aceites de oliva virgen, se utilizan como
«huella dactilar» del aceite de oliva (Garcia-Gonzalez et al., 2009). Por ejemplo, los aceites
de colza contienen niveles significativos de brasicasterol mientras que los aceites de
cartamo y girasol contienen niveles altos de A7-estigmastenol y, en el caso del aceite de

oliva, los esteroles tienen un perfil de niveles altos de 3-sitosterol y A5-avenasterol, pero
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bajos niveles de campesterol, estigmasterol, brasicasterol y A7-estigmastenol. La adicion
de un 5% de aceite de girasol a un aceite de oliva aumenta las concentraciones de
estigmasterol, campesterol y A7-stigmasterol significativamente por encima de las que

se encuentran en los aceites de oliva no adulterados (Aparicio Garcia-Gonzalez., 2013).

1.4.3. Calidad nutricional

Numerosos estudios clinicos avalan las propiedades saludables de los aceites de
oliva virgen, especialmente el virgen extra (Lopez-Miranda et al., 2010; EFSA, 2011a,
2011b; Gaforio et al., 2019). La reconocida calidad nutricional de los aceites de oliva
virgen radica en su composicion quimica, caracterizada por ser una fuente importante
de 4cidos grasos monoinsaturados, principalmente 4cido oleico, y por la presencia de

otros componentes minoritarios como los fenoles o tocoferoles (vitamina E).

A este respecto, la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) concluyd
que existia una relacion causal entre el consumo de polifenoles del aceite de oliva
(estandarizados por el contenido de hidroxitirosol y sus derivados) y la proteccion de
las particulas de colesterol LDL (lipoproteinas de baja densidad) contra el dafio
oxidativo (EFSA, 2011b). La oxidacién de las particulas LDL podria desempenar un
papel en el inicio y la progresion de la aterosclerosis entre otras patologias
cardiovasculares (Holvoet et al., 2001). En este sentido, un metaanalisis posterior que
incluyo 300 estudios experimentales informo que la ingesta de aceite de oliva con alto
contenido de fenoles resultd en la disminucion de la concentracién de LDL oxidada

(Hohmann et al. 2015).

Posteriormente, la opinidn cientifica de la EFSA se reflejo en la inclusién de una
declaracién de propiedad saludable al respecto en el Reglamento (UE) n° 432/2012 de la
Comision por el que se establece una lista de declaraciones autorizadas de propiedades
saludables de los alimentos distintas de las relativas a la reducciéon del riesgo de
enfermedad y al desarrollo y la salud de los nifios (UE, 2012). En concreto, la declaracion
informa que «los polifenoles del aceite de oliva contribuyen a la proteccion de los lipidos

de la sangre frente al dafo oxidativo» para el «aceite de oliva que contenga un minimo
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de 5 mg de hidroxitirosol y sus derivados (por ejemplo, un complejo de oleuropeina o

tirosol) por 20 g de aceite de oliva».

La publicacién de este Reglamento establecié la necesidad de desarrollar
métodos de cuantificacion precisos exclusivamente para el analisis de los compuestos
mencionados en la declaracion. No existia un método oficial que permitiera la separacion
completa de todas las formas de hidroxitirosol y tirosol presentes en los aceites de oliva
virgen (Mastralexi et al., 2014%, 2014b; Purcaro et al., 2014; Tsimidou y Boskou, 2015;
Tsimidou et al., 2018, Tsimidou, 2022). Previamente, el Consejo Oleicola Internacional
habia publicado y revisado un procedimiento analitico para la determinacion de los
biofenoles, que incluia derivados naturales u oxidados de la oleuropeina y del
ligustrdsido, lignanos, flavonoides y 4cidos fendlicos, presentes en el aceite de oliva,
expresandolos en mg/kg de tirosol (COI, 2017). Mientras este método era revisado
nuevamente para su aplicacion en base al Reglamento (UE) n°432/2012 (UE, 2012), la
comunidad cientifica desarrolld otros procedimientos para abordar las limitaciones que
el método del COI presentaba. Varios autores propusieron hidrolizar las formas
enlazadas de hidroxitirosol y tirosol mediante hidroélisis acida o basica de las fracciones
fendlicas aisladas de los aceites de oliva virgen (Mulinacci et al., 2006; Mastralexi et al.,
2014a, 2014b; Purcaro et al., 2014; Romero y Brenes, 2012, 2014; Reboredo-Rodriguez et
al., 2016). Posteriormente, Tsimidou et al. (2019a, 2019b) validaron internamente una
metodologia basada en la cuantificacién del contenido total de hidroxitirosol y tirosol en
la fraccién polar del aceite de oliva virgen, antes y después de la hidrolisis dcida de sus
formas ligadas, con posterior cromatografia liquida de ultraresolucion con deteccidon
diodo array (UHPLC-DAD). Este procedimiento fue posteriormente sometido a una

validacién interlaboratorio a través del proyecto Oleum (http://www.oleumproject.eu/)

para completar su validacion. En ella participaron 16 laboratorios, tanto de control oficial
como de centros de investigacion, entre los que se encontraba el Laboratorio

Agroambiental del Gobierno de Aragén.

Finalmente, en el afio 2022, el COI aprobd un método diferente al validado por

Tsimidou et al. (2019a, 2019b), que incluia dos procedimientos referidos a la
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determinacion de polifenoles mediante HPLC-UV, uno de ellos como método rapido y

el otro para aplicacidon en cuanto a la declaracion de propiedad saludable de la EFSA

(UE, 2012; COI, 2022b; Tsimidou, 2022).

104



2. JUSTIFICACION Y
OBJETIVOS







Justificacion y objetivos

El olivar en Aragdn, cultivo con arraigada tradicion en esta regidn, ocupa una
extension aproximada de 49.000 hectareas, distribuidas en las tres provincias que
conforman la comunidad autéonoma. Estas tierras albergan mayoritariamente variedades
autdctonas de olivo en plantaciones tradicionales, algunas de ellas incluso todavia poco
caracterizadas al ser minoritarias y locales. Sin embargo, se observa claramente el
incremento actual de las plantaciones de olivos en sistemas intensivos y superintensivos,
especialmente utilizando variedades obtenidas a través de programas de mejora
genética. Esta tendencia impide la puesta en valor de la diversidad genética existente en
el olivar aragonés en el contexto del mercado globalizado actual, con nuevos escenarios

climaticos.

Para poder proteger la calidad y singularidad de los aceites de oliva virgen extra
(AOVE) producidos en Aragon, ademas de las denominaciones de calidad diferenciada
(en Aragdn existen actualmente dos Denominaciones de Origen Protegidas, DOP, y otra

en solicitud de registro), es necesario un estricto control sobre su autenticidad.

La calidad y las propiedades organolépticas sobresalientes de los AOVE sumadas
a los mas que demostrados beneficios para la salud derivados de su consumo,
contribuyen al gran valor afiadido y comercial de estos aceites. Por este motivo y por la
facilidad de su adulteracion con otros aceites de oliva de inferior categoria, o con otros
aceites vegetales, este producto es objeto de practicas fraudulentas en la industria
alimentaria. Es por ello, que la legislacién europea y otras normas de comercializaciéon
de los aceites de oliva, han definido las caracteristicas de calidad y pureza de cada una
de las categorias de los aceites de oliva y de orujo de oliva, asi como los métodos de
analisis que los laboratorios de control oficial deben aplicar en su inspeccion y control.
Algunos de los compuestos quimicos, que definen el perfil lipidico de los aceites de oliva
y que son utilizados como «huella dactilar», presentan cierta variabilidad no
contemplada en toda su extension en el establecimiento de los criterios de pureza de
estos aceites. Diversos factores agronémicos como la genética (variedad, clon), el

ambiente (suelo, ubicacion geografica, clima) o las practicas agrondémicas (fecha de
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recogida, riego, etc.), entre otros, pueden influir en el perfil lipidico de un aceite de oliva
virgen extra pudiendo no ser considerado genuino, con la consiguiente pérdida de valor
economico. Un ejemplo de ello es la variedad Empeltre, cuyos aceites presentan en
ocasiones alto contenido de uno de sus esteroles: el A7-estigmastenol. Esta variedad de
aceituna es la predominante en el olivar aragonés y abarca, aproximadamente, el 67% de
su superficie oleicola cultivada. Historicamente, por la doble aptitud de sus aceitunas,
ya sea para aceituna de mesa o de almazara, se han comercializado principalmente
aceites obtenidos a partir de frutos maduros. No obstante, la tendencia actual en la
industria del aceite de oliva hacia la produccion de aceites de cosecha mas temprana
ofrece una oportunidad valiosa para su comercializacion, tanto en el caso de Empeltre

como en otras variedades autdctonas de Aragon.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha consistido en el estudio de la
diversidad de las variedades de aceitunas de almazara cultivadas en Aragén y de sus
aceites de oliva virgen extra a través de un exhaustivo andlisis mediante su
caracterizacion fisicoquimica. Este estudio permitira valorizar la identidad propia de los
aceites de oliva virgen extra de Aragdn, al resaltar sus caracteristicas fisicoquimicas y
nutricionales singulares. Para llevar a cabo esta investigacion, se ha empleado tanto
material vegetal de variedades autoctonas cultivadas en Aragén, como aceites de oliva
virgen extra procedentes de variedades autdctonas de almazaras y cooperativas agrarias

ubicadas en la comunidad autonoma.

Para la consecucion del objetivo principal, se plantearon los siguientes objetivos

parciales:

1. Estudiar la influencia de factores agrondmicos (genéticos, ambientales y
maduracion) sobre las caracteristicas de las aceitunas de variedades

autoctonas de Aragon destinadas a almazara.

2. Estudiar la evolucion de la calidad y perfil lipidico de los aceites de oliva
virgen extra de variedades autdctonas de Aragén destinadas a almazara a lo
largo de la maduracion del fruto y su efecto en la obtencién de aceites de

oliva diferenciados.
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Estudiar la influencia de factores agronémicos en la calidad, el perfil lipidico
y autenticidad de los aceites de oliva virgen extra de variedades autoctonas
de Aragdn destinadas a almazara y en la obtencion de aceites de oliva con

caracteristicas fisicoquimicas singulares.

Establecer la diferenciacion de los aceites de oliva virgen extra de distintas
zonas productoras de Aragon a través de su perfil lipidico e identificar las

caracteristicas especificas para cada zona productora.

Evaluar el cumplimiento de la declaracion de propiedad saludable referida
a los polifenoles en los aceites de oliva virgen extra de variedades autdctonas

de Aragon.
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Material y métodos

3.1. MATERIA PRIMA Y DISENO EXPERIMENTAL

3.1.1. Ensayos en Finca Experimental

Todo el material vegetal del que se han obtenido los aceites analizados en el
desarrollo de esta Tesis Doctoral se obtuvo de la Finca Experimental de Cultivos Lefiosos
perteneciente al Gobierno de Aragdn, ubicada en Alcaniz (Teruel), en la cual habia
ensayos sobre el olivar plantados con anterioridad. Entre estos ensayos, se seleccionaron
los olivos procedentes de los ensayos denominados «Seleccion clonal de Empeltre» y

«Variedades».

Los estudios sobre el material vegetal seleccionado se realizaron durante los afios
2017, 2018 y 2019, es decir, durante las campanas oleicolas 2017/18, 2018/19 y 2019/20.
Por tanto, los datos ambientales concernientes a la meteorologia y edafologia

corresponden a los obtenidos durante ese periodo de tiempo.

La materia vegetal procedente de esta finca se utilizd para la consecucion de los

objetivos 1, 2, 3 y 5 planteados en la seccion «Justificacion y objetivos».
3.1.1.1. Caracterizacion agrondmica de la zona de estudio

3.1.1.1.1.  Situacion geogrifica

La Finca Experimental de Cultivos Lenosos se encuentra situada en la localidad
de Alcaniz, en la comarca del Bajo Aragén de la provincia de Teruel, Aragén.
Actualmente forma parte del casco urbano, sin identificacion en el Sistema de
Informacion Geografica de Parcelas Agricolas (SIGPAC). Se trata de una finca de
aproximadamente 1.000 m? de superficie. Tiene una ligera pendiente en direccién sur y

se encuentra abancalada (Figura 3.1).
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3.1. Plano de sectores y red de riego de la Finca Experimental de Cultivos Lefiosos en
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Los ensayos realizados se han llevado a cabo en dos parcelas diferentes situadas

dentro de la finca (Figura 3.2: C, «ensayo clones»; V, «ensayo variedades»).

Figura 3.2. Localizacién de la Finca Experimental Cultivos Lefiosos del Gobierno de Aragon en
Alcafiiz (Teruel). Coordenadas geograficas DMS: 41°03'27.00”"N 0°08’36.00”W. Fuente: Google,
2021 ©. Instituto Geografico Nacional. Espafia.

3.1.1.1.2. Caracteristicas climadticas

El municipio de Alcaniz (Teruel), a 307 m sobre el nivel del mar, tiene un tipo de
clima seco estepario (BSk: B = clima seco; S = estepa; k = frio, segtin la clasificacion
climatica de Koppen-Geiger) con un marcado caracter continental y mediterraneo, a
causa de la proximidad a la costa mediterrdnea. Las precipitaciones, ademas de
irregulares, son de las mas escasas de la Peninsula situando su maximo en primavera.
En cuanto a las temperaturas, son extremas en invierno y en verano con una gran

amplitud térmica absoluta a causa de la continentalidad térmica.

Segun los datos obtenidos del Atlas Climatico Digital de Aragén (Tabla 3.1), las
precipitaciones anuales en Alcafiiz se sittian en 375 mm, declarando un balance hidrico
deficitario al relacionarlo con la evotranspiracion potencial de la regién. El mes mas
lluvioso es mayo, siendo la primavera y el otofio las estaciones con mayor pluviometria.

El régimen térmico del municipio se caracteriza por una temperatura media anual de

115



Material y métodos

14,9 °C, con veranos cdlidos (julio es el mes mas calido con una temperatura media de
25,0 °C) e inviernos frios (temperatura media del mes de enero es de 6,4 °C).
Tabla 3.1. Tabla climatica del municipio de Alcafiz (Teruel). Temperaturas medias,

precipitaciones, evapotranspiracion potencial y balance hidrico totales anuales y
mensuales. Periodo estudio: 1970-2000.

Parametro |Anual| E F M A M Jun Jul A S (0) N D

Tmed (°C): | 14,9 64 81 104 128 168 21,5 250 245 20,7 154 10,6 6,8
T min (°C): 9,5 1,8 30 51 72 109 153 184 182 148 104 58 25
T max (°C): 204 | 11,0 132 156 185 22,7 278 31,6 308 267 204 153 11,1
P (mm) 375 29 18 25 34 51 34 16 28 38 41 30 33
ETo (mm) 1213 32 45 75 104 147 175 200 173 118 71 42 29
B.H. (mm): -838 -3 28 -51 -71 95 -141 -184 -146 -80 -30 -12 4

Fuente: Elaboraciéon propia a partir del Atlas climatico digital de Aragon.
https://opengis.grumets.cat/wms/aragon/index.htm

3.1.1.1.3. Meteorologia

Los datos agrometeoroldgicos utilizados para el estudio durante el periodo
2017-2019 proceden de una estacion agroclimatica gestionada por la Oficina del Regante
y perteneciente al Sistema de Informacion Agroclimatica para el Regadio (SIAR, 2020)
del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion. La estacion se encuentra ubicada

en Puig Moreno (Tabla 3.2), a 14 km de la finca experimental.

Tabla 3.2. Localizacion estacion agroclimatica de la red SIAR.

Identificacion Altitud (m) Latitud Longitud Municipio

TEQ2 Puig Moreno 323 41°05'49" N 0°1420" W Alcaniz
Fuente: SIAR (2020).

Tabla 3.3. Datos anuales medios de temperatura y radiacion solar y datos anuales totales
de pluviometria, evotranspiracion potencial y balance hidrico en los afios de estudio
2017, 2018 y 2019.

Campafia T media T min T max Rad. solar P total ETototal Bal. hidrico
(°C) media (°C) media (°C) med. (MJ/m?) (mm) (mm) total (mm)
2017 15,6 8,9 22,8 17,4 222,6 1325,3 -1103
2018 15,5 9,7 21,9 16,7 507,7 1227,1 -719
2019 16,0 9,3 23,0 18,0 216,0 1359,3 -1143

Fuente: Elaboracion propia a partir de datos de SIAR (2020).
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Comparando los datos meteoroldgicos anuales de los afios de estudio (Tabla 3.3)
con los datos climatologicos (Tabla 3.1) se aprecia una temperatura media anual superior
durante los afos de estudio influida principalmente por un aumento en la media de las

temperaturas maximas.

De los tres afios estudiados, el afio 2018 fue el de menor amplitud térmica, es

decir, con temperaturas minimas mas elevadas y maximas mas bajas (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Régimen de temperaturas diarias (media, oscilacién entre temperatura maxima y
minima) durante el periodo de muestreo de los afios 2017, 2018 y 2019. Fuente: Elaboracion propia
a partir de datos de SIAR (2020).
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En cuanto al régimen hidrico, los afios 2017 y 2019 fueron mucho mas secos de lo
esperado. En cambio, durante el afio 2018 las precipitaciones fueron muy abundantes,
llegando a duplicar la pluviometria registrada en 2017 y 2019 (Figura 3.4). La
distribucién de lluvias en 2017, con un otofio extremadamente seco, fue muy diferente
respecto a 2018 y 2019, cuyos otofios tuvieron unas precipitaciones dentro de lo
esperable. El balance hidrico, aunque negativo en los tres afios de estudio como cabria
de esperar (Tabla 3.3), fue ain mas negativo durante los anos 2017 y 2019 dejando
patente la extremada aridez de esta zona comparable con zonas del sudeste de la

peninsula (Almeria).

40
P (mm) 2017 ——P (mm) 2018 ——P (mm) 2019
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Precipitacion (mm)

Figura 3.4. Precipitaciones diarias (mm) durante los afios 2017, 2018 y 2019. Fuente: Elaboracion
propia a partir de datos de SIAR (2020).

3.1.1.1.4. Descripcion edafolégica

El Laboratorio Agroambiental (Gobierno de Aragdn) realizé un reconocimiento
y muestreo del suelo de la finca caracterizando un solo pedién (unidad de estudio del
suelo) situado en el centro de la finca, dada la escasa superficie y la aparente

homogeneidad del suelo (Tabla 3.4).

El suelo caracterizado, de textura fina y franco-arcillosa, tiene una alta capacidad
de retencién de agua y nutrientes debido a su alto contenido de arcilla y la ausencia de

elementos gruesos. Tiene una buena estructura y un contenido relativamente alto de
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materia orgdanica lo que hace que globalmente el comportamiento fisico del suelo sea
muy favorable. El pH del suelo es moderadamente basico en todos los horizontes
analizados. Pese a que los pH elevados pueden causar problemas de disponibilidad de
nutrientes, el olivo esta bien adaptado a estos suelos. La principal limitacion del suelo
de la finca es un contenido ligeramente alto de sales solubles. No obstante, la
profundidad a la que se sittia este problema queda por debajo de la zona de raices del
olivo. Por otro lado, el suelo muestra un contenido alto de fosforo, potasio y magnesio,
pero un bajo contenido de nitréogeno mineral en el momento del muestreo. Es importante
tener en cuenta que estos niveles, especialmente el del nitrogeno, pueden cambiar
dependiendo de las practicas de fertilizacion, las condiciones especificas del cultivo y el

momento del muestreo.

Tabla 3.4. Datos analiticos (expresados sobre suelo seco al aire) correspondientes al suelo
de la finca experimental.

Horizonte; profundidad (cm)

Parametros
Ay (0-30) Bw1(30-60) Bw2(60-90) C (90-120)
Arena 32,44 39,14 36,34 43,37
Limo grueso (%) 7,12 6,62 6,44 6,14
Granulometria Limo fino (%) 29,08 24,83 24,68 21,58
(USDA) Arcilla (%) 31,36 29,41 30,54 28,91
Clase textural Fljanco Fljanco Fljanco Fr'anco
arcillosa arcillosa arcillosa arcillosa
CE1:5 (dS/m) 0,3 04 0,6 1,1
pH1:25 8,4 8,4 8,2 8,2
m.o. (%) 2,11 1,16 0,83 0,79
CaxCOs eq. (g/100g) 44 45 44 46
Caliza activa (g/100g) 12,35 11,88 10,5 10,78
P Olsen 25 7 5 5
Nutrientes (extr. K (mg/kg) 422 204 176 158
acetato amoénico) Mg (mg/kg) 376 319 310 417
N-NOs 6 3 2 2
CEe (dS/m) - 2,06 4,13 6,19
Saturacion de agua. - 39,35 40 37,5
Ca - 18,88 37,78 40,56
Cationes solubles Mg ) 5,86 11,22 2559
(en extracto de
pasta saturada) Na ) L5 43 14,98
S.AR. - 0,42 1,54 2,62

Fuente: Elaboracion propia a partir de datos del Laboratorio Agroambiental del Gobierno de Aragén.
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Segun los resultados, el suelo de la finca experimental es de tipo Cambisol (IUSS,
2015). El olivo prospera muy bien en estos suelos con buena estructura, cuya fertilidad

se puede mejorar con fertilizacion y enmiendas organicas.

3.1.1.1.5. Descripcion de plantaciones

A) Ensayo «Seleccion clonal de Empeltre»

El olivar, plantado en 2004, se ubica en la parcela C de 0,29 hectéreas (Figura 3.2).
La plantacion incluy6 un total de 16 clones, con tres arboles por clon, que han sido
colocados aleatoriamente. El marco de plantacion es de 8 x 6 m. El riego fue realizado
mediante goteo y el aporte de agua se adapto a la evapotranspiracion. El sistema de poda
fue en vaso. Anualmente se realizé un abonado de fondo con un aporte de 100 kg de
fertilizante 15-15-15+2 al suelo, y via foliar segiin necesidades nutricionales. Ademas, se
utilizé herbicida en las lineas y se mantuvo la cubierta vegetal segada en la calle. Se
realizaron los tratamientos fitosanitarios pertinentes contra el repilo, prays y mosca del
olivo. Asi, los olivos estuvieron bien mantenidos, supervisados y no mostraron

deficiencias nutricionales ni dafios por plagas.

Figura 3.5. Parcela ensayo «Seleccion clonal de Empeltre» en la finca experimental de cultivos
lefiosos del Gobierno de Aragdn, en Alcafiiz (Teruel). Fuente: imagen propia.

B) Ensayo «Variedades»
Este ensayo, dispuesto de forma aleatoria en la parcela V de 0,13 hectédreas

(Figura 3.2), fue plantado en el afio 2001, en un marco de plantaciéon 6 x 5 m, con tres
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olivos por variedad, con un total de nueve variedades. El sistema de poda fue en vaso.
El riego se realizd a manta ya que no disponia de instalacion de riego por goteo, cada
15 dias, segun la evapotranspiracion. Se realizé un abonado de fondo con un aporte de
75 kg de abono 15-15-15+2 y via foliar segtin necesidades nutricionales. Al igual que en
el ensayo de clones, se utiliz6 herbicida en linea y se mantuvo la cubierta vegetal segada
en las calles. Se realizaron los mismos tratamientos fitosanitarios que en el ensayo clonal
de Empeltre al estar ubicado en la misma finca y, también en este caso, los olivos

presentaron un correcto estado sanitario.
3.1.1.2. Disefo experimental

3.1.1.2.1. Ensayo «Seleccion clonal de Empeltre»

El origen del ensayo «Seleccion clonal de Empeltre» fue la preseleccion clonal
para la mejora genética del cultivar Empeltre, con la participacion de las seis
comunidades autéonomas donde tradicionalmente se cultiva esta variedad (Aragon,
Cataluna, La Rioja, Navarra, Valencia y las Islas Baleares), durante el periodo 1998-2002.
De 158 olivos estudiados inicialmente, 16 fueron preseleccionados como «cabeza de
clon» y propagados, por estaquillado semilefioso, y plantados en dos fincas para la
realizacion de ensayos comparativos. Una de estas fincas fue la Finca Experimental de
Cultivos Lenosos, en Alcafiiz, donde fue plantado el ensayo «Seleccion clonal de

Empeltre» en el afio 2004 (Tous et al., 2006; Romero et al., 2011).

Para los estudios desarrollados en esta Tesis Doctoral, se seleccionaron
unicamente ocho de los dieciséis clones de Empeltre plantados en la parcela en donde se
enclava este ensayo. La razon de esta seleccion fue el lugar de origen de los clones, es
decir, que la procedencia de origen fuera alguna localidad perteneciente a Aragén (Tabla

3.5).

En el estudio inicial de preselecciéon clonal, el clon 5 fue identificado como
estandar (Tous et al., 2006) pero, posteriormente, un estudio de ADN por microsatélites

no encontro diferencias entre los clones 1, 5 (estandar) y 8 (Romero et al., 2012) en cuanto
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a los clones procedentes de Aragodn; como resultado, las aceitunas muestreadas de estos

tres clones se agruparon en una tnica muestra que se identificé como clon «Std».

Tabla 3.5. Origen geografico de los clones seleccionados para su estudio.

Identificacion clon Municipio Provincia
1 Barbastro Huesca
2 Barbastro Huesca
3 Valderrobres Huesca
4 Caspe Zaragoza
5 Cretas Teruel
6 Calanda Teruel
7 Calaceite Teruel
8 La Codonera Teruel

Fuente: Tous et al., 2006.

La toma de muestras fue realizada desde primeros de octubre hasta mediados de
diciembre, en intervalos quincenales, durante los afios 2017, 2018 y 2019. Para cada fecha
de cosecha, se recolectaron a mano y de forma aleatoria alrededor del arbol,

aproximadamente 4 kg de aceitunas por clon, de los clones 2, 3, 4, 6, 7 y Std.

Las muestras de aceitunas se transportaron inmediatamente al Laboratorio
Agroambiental para su procesado utilizando mallas perforadas, facilitando asi la
evapotranspiracion del fruto, y en neveras refrigeradas, para minimizar los procesos

fermentativos que pudieran ocurrir durante el transporte.

3.1.1.2.2. Ensayo «Variedades»

La finalidad del origen de esta plantaciéon en la Finca Experimental de Cultivos
Lefiosos, en Alcafiiz, fue la comparacion entre si de diferentes variedades ubicadas en el
mismo suelo y con las mismas condiciones ambientales. La minimizacién de la variable
ambiental, en cuanto al suelo y a la meteorologia, en un estudio sobre variedades de
olivo ha sido clave en la eleccidn de este ensayo para el estudio propuesto en esta Tesis

Doctoral.

Asi, se seleccionaron tnicamente las tres variedades autdctonas de Aragon de las
nueve variedades de diferentes origenes plantadas en este ensayo. De esta manera, se

procedid al muestreo de tres variedades: una principal, como Arbequina, y dos locales
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como Royal de Calatayud y Negral de Sabinan, siendo Arbequina utilizada como
control. El procedimiento de muestreo y tratamiento de los frutos hasta su llegada al
Laboratorio Agroambiental fue idéntico al realizado en el estudio de clones de Empeltre.
Las tres variedades fueron muestreadas (aproximadamente 4 kg de aceitunas por
variedad) desde primeros de octubre hasta mediados de diciembre, cada quince dias y
coincidiendo con los muestreos de los clones de Empeltre, durante los afios 2017, 2018 y
2019. El procedimiento del transporte del material hasta el Laboratorio Agroambiental

se realiz6 de la misma manera que en el ensayo de clones al realizarse de forma conjunta.

La identificacion genotipica de la variedad Royal de Calatayud fue realizada por
el Banco Mundial de Germoplasma del Olivo (BMGO) (Cérdoba, Espafia), utilizando la
técnica de marcadores moleculares de polimorfismos de nucleétido tinico (SNPs-EST),

para disipar las dudas sobre su correcta identificacion y denominacion.

3.1.2. Estudio sobre la diferenciacion de los aceites de oliva virgen extra de
distintas zonas productoras de Aragon a través de su perfil lipidico e
identificacion de las caracteristicas especificas para cada zona

productora
3.1.2.1. Caracterizacion agrondmica zona de estudio

3.1.2.1.1.  Situacion geogrifica y caracterizacion de las zonas oleicolas

Aragon, es una region interior situada en el nordeste de la Peninsula Ibérica,

compuesta por las provincias Huesca, Zaragoza y Teruel (Figura 3.6).

El olivar aragonés se ha concentrado tradicionalmente en zonas oleicolas situadas
en el noreste, en el Somontano de la provincia de Huesca; en el oeste, alrededores de la
Sierra del Moncayo de Zaragoza; y en el sureste de Aragdn, en la zona del Bajo Aragon
de Teruel (Figura 3.6). Estas zonas geograficas a su vez estan cultural y geograficamente

bien definidas.
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e

Figura 3.6. Localizacion de Aragoén en Espafia. Coordenadas geograficas DMS: 41°0°0”’N 1°0'0”O.
Localizacién del olivar en Aragon (1: zona noroeste, «<Somontano»; 2: zona oeste, «Moncayo»; 3:
zona sureste, «Bajo Aragoén») (izquierda). Fuente: elaboracién propia.

Los aceites de la zona 1 suelen ser multivarietales, con un alto niimero de
variedades autdctonas minoritarias y locales, cultivadas principalmente en secano. La
variedad principal Arbequina puede encontrarse también en esta zona y, en menor
medida, la variedad Empeltre. En cambio, en las otras dos zonas predominan las

variedades Empeltre y Arbequina, también tradicionalmente en secano.

Por tanto, se ha dado preferencia a los aceites de oliva virgen procedentes de estas
zonas oleicolas en cuanto a la seleccién realizada para la investigacion sobre la

diferenciacidn varietal y geografica de los aceites producidos en Aragon.

3.1.2.1.2. Caracteristicas climadticas

El clima en Aragdén se corresponde, de forma generalizada, con un clima
mediterraneo continental caracterizado por inviernos frios y veranos célidos y por
escasas precipitaciones concentradas principalmente en primavera y otofio. En las
comarcas mas orientales de Aragén el maximo de precipitaciones se desplaza de la
primavera al otofio debido a la influencia mediterranea del clima. La topografia de
Aragdn ejerce tal influjo sobre la pluviometria y las temperaturas de las distintas
regiones que permite establecer una clasificacion climatica de Aragoéon en 7 tipos
climaticos distintos segun los criterios de Koppen (Figura 3.7). Los olivares de Aragén

(Figura 3.6) se desarrollan en lugares en donde predominan los tipos climaticos seco
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estepario y mediterrdneo continental, siendo el sector central de Aragén y los

somontanos, respectivamente, las zonas que los representan.
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Figura 3.7. Clasificacién climatica de Aragon segun criterios de Képpen. Fuente: Lopez et al., 2007.
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Figura 3.8. Datos climaticos anuales en Aragoén, periodo 1971-2000. Precipitaciones (arriba,
izquierda) y temperaturas medias (arriba, derecha), maximas (abajo, izquierda) y minimas
(arriba, derecha). Fuente: Atlas climatico digital de Aragén. Departamento de Medio Ambiente.
Gobierno de Aragon. https://opengis.grumets.cat/wms/aragon/index.htm.
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En la zona central, situada en la depresion del Ebro, las precipitaciones, ademas
de muy irregulares, son las mas bajas de la Peninsula Ibérica, no alcanzando los 300 mm
anuales, y las temperaturas son extremas tanto en verano como en invierno (Figura 3.8).

El caracter arido y continental por tanto es maximo.

El tipo climatico mediterraneo continental se da en los somontanos pirenaico e
ibérico, hacia el norte y el sur del sector central de Aragén. Se produce un ligero aumento
en el régimen de precipitaciones (450 mm), algo mayor en el somontano pirenaico,
aunque éstas siguen siendo muy escasas e irregulares. Las temperaturas en ambos
somontanos son algo menos extremas que en la zona central, aunque sigue siendo la

época estival muy cdlida (Figura 3.8).

3.1.2.1.3. Meteorologia

Los datos agrometeoroldgicos del periodo 2017-2019 utilizados para este estudio
proceden de tres estaciones meteoroldgicas del Sistema de Informacién Agroclimatica
para Riego (SIAR) del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentaciéon de Espana

(https://eportal.mapa.gob.es), situadas en zonas oleicolas representativas del olivar

aragonés (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Datos meteoroldgicos de las zonas noreste, oeste y sureste de Aragon durante
los afios 2017, 2018 y 2019.

Noreste Oeste (Borja*) Sureste (Alcafiiz*)
Datos 2017 2018 2019 2017 2018 2019 2017 2018 2019
T? anual media (°C) 144 144 146 147 144 148 156 155 16,0
T? max. media (°C) 276 270 279 275 262 284 22,8 219 23,0
T? min. media (°C) 1,5 29 24 23 31 23 8,9 9,7 9,3

Precipitaciones tot. (mm) 473 699 442 332 546 365 223 508 216

Altitud (m) 341 448 381

*Los datos se refieren a las localidades Barbastro, Borja, Alcafiiz, principales ciudades en las zonas oleicolas estudiadas.

3.1.2.1.4. Descripcion edafolégica

El olivo es una especie resistente que se adapta a diversas condiciones del suelo,

como la escasez de agua, la pobreza de nutrientes, la acidez moderada, la alcalinidad y
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cierto grado de salinidad. Su distribucion estda mas determinada por factores climaticos
que por condicionantes edaficos, pero es el conjunto del medio fisico, basicamente
climatologia y edafologia, el que determina la productividad del olivar en las diferentes

regiones olivareras.

En Aragdn, siguiendo la Base de Referencia Mundial (WRB) (IUSS, 2015), la
mayor parte del olivo se encuentra, sobre todo, en Regosoles (a menudo en bancales),
Cambisoles y Calcisoles, aunque también sobre Gipsisoles (Badia et al., 2021). En esos
grupos de suelos se encuentra a menudo limitaciones de agua o de nutrientes. Donde es
capaz de otorgar las mas altas producciones es en los mas escasos Fluvisoles, que son

fértiles y humedos.

3.1.2.2. Disefo experimental

Las muestras de aceites de oliva virgen que se utilizaron en el estudio fueron
suministradas al Laboratorio Agroambiental del Gobierno de Aragdn, para su analisis
fisicoquimico, por almazaras y cooperativas agricolas de Aragon. De todas las muestras
de aceites recibidas, se seleccionaron en base a su calidad fisicoquimica determinada
(AOVE) y en base, segin la documentacién aportada, a su variedad (autdctona de
Aragoén) y zona de procedencia (Figura 3.6). Ademas, el ensayo se realizd tinicamente
con los aceites producidos durante las campanas oleicolas 2017/18, 2018/19 y 2019/20. A
lo largo del estudio y durante la redaccion de esta Tesis Doctoral se ha mantenido la
confidencialidad de los datos suministrados por los clientes al Laboratorio

Agroambiental.

Teniendo en cuenta todo ello, 260 muestras de aceites de oliva virgen extra
producidos en las tres zonas oleicolas tradicionales de Aragén y durante tres camparias
consecutivas fueron seleccionadas para el estudio de diferenciacion varietal y geografica
basada en pardmetros fisico-quimicos. En cuanto a las variedades seleccionadas, se
eligieron Empeltre y Arbequina, como variedades principales, y Royal de Calatayud,
Royeta de Asqué y Alquezrana como variedades locales. Muestras de aceites coupage

de diferentes variedades de aceitunas, caracteristicos de las zonas de produccioén,
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también se incluyeron en el estudio. Asi, el conjunto de muestras de aceite quedd

distribuido como se refleja en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7. Muestras de aceite y variable de estudio.

Variables Aceites
L Noreste 87
Zona gec.)graflca Oeste 74
produccién
Sureste 99
Campana oleicola 2017/18 83
de produccion 2018/19 o4
2019/20 83
Arbequina 97
Empeltre 115
Variedad Royal de Calatayu,d 8
Royeta de Asqué 7
Alquezrana 5
Coupage 28
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3.2. METODOS ANALITICOS

3.2.1. Determinaciones en la aceituna

Las aceitunas recolectadas en la finca experimental fueron trasladadas
inmediatamente al Laboratorio Agroambiental para proceder, en el menor tiempo
posible, a la realizacion de las determinaciones en el fruto para su caracterizacion y a la

extraccion del aceite de oliva virgen.

3.2.1.1. Peso de la aceituna

Una vez homogeneizada la muestra de aceitunas recolectada, se tomaron 100
frutos de forma aleatoria y se pesaron en un granatario. El peso medio del fruto se calcul6

de la siguiente manera:

Peso medio del fruto (g) = Ecuacion 3.1.

100

siendo P el peso total de los 100 frutos en gramos.

3.2.1.2. Indice de madurez

El indice de madurez (IM) se determind segun la metodologia descrita por
Hermoso et al. (1991). El procedimiento esta basado en la evaluacion y clasificacion de la
pigmentacion del epicarpio-piel y del mesocarpio-pulpa de la aceituna (Figura 3.9) en

ocho categorias como se indica en la Tabla 3.8.

so000 ..
so00e U000

Figura 3.9. Pigmentacién del epicarpio en distintos estadios de maduracién en la variedad

Empeltre (izquierda) y en la variedad Royal de Calatayud (derecha). Fuente: imagen propia.
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Tabla 3.8. Categorias de pigmentacion piel/pulpa de la aceituna.

Categoria Pigmentacion
0 Piel verde intenso
1 Piel verde amarillento
2 Piel verde con manchas rojizas en menos de la mitad del fruto. Inicio de
envero
3 Piel rojiza o morada en mas de la mitad del fruto. Final de envero
4 Piel negra y pulpa blanca
5 Piel negra y pulpa morada sin llegar a la mitad de la pulpa
6 Piel negra y pulpa morada sin llegar al hueso

7 Piel negra y pulpa morada totalmente hasta el hueso
Fuente: Hermoso et al. (1991).

Para su calculo se tomaron aleatoriamente 100 frutos del conjunto de la muestra,

se clasificaron segtn la evaluacion de la pigmentacion y se aplico la férmula siguiente:

_A0+B-1+C-2+D-3+E-44+F-5+G-6+H-7
N 100

IM Ecuacion 3.2.

siendo A, B, C, D, E, F, G y H el nimero de frutos clasificados en las categorias 0 a 7

respectivamente.

3.2.1.3. Rendimiento graso

El rendimiento graso sobre materia natural (GSM), o contenido total de aceite, el
rendimiento graso sobre materia seca (GSS) y el contenido en humedad (HUM)de las
muestras de aceitunas se obtuvieron utilizando un analizador de infrarrojo cercano

(NIR) (FoodScan Lab, Type 78800, Foss, Reino Unido) (Figura 3.10).

Figura 3.10. Analizador NIR de pasta de aceituna. Fuente: imagen propia.
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La pasta de aceituna molida se depositd, con la ayuda de una espatula, sobre un
disco de material transparente el cual permite la transmisién de los rayos infrarrojos a
través de la muestra. Después, se introdujo en el analizador NIR (Figura 3.10). El equipo
suministré directamente los rendimientos, expresados en porcentaje, de grasa sobre

materia natural (GSM), grasa sobre materia seca (GSS) y de humedad (HUM).

La determinacion del rendimiento graso se realizd por triplicado para cada
muestra. Se tomd como resultado la media aritmética de las tres medidas para cada

parametro analizado.

3.2.1.4. Extraccion de aceite de oliva virgen. Rendimiento industrial.

El aceite de oliva virgen se obtuvo mediante el sistema Abencor® (MC2,
Ingenieria y Sistemas, S.L., Sevilla) (Figura 3.11) a partir de las muestras de aceituna
recogidas tras los muestreos realizados en la finca experimental de Alcaniz. Este sistema
reproduce, a escala de laboratorio, el proceso industrial de obtencion de aceite de oliva

virgen, siguiendo las mismas fases de molienda, batido, centrifugacion y decantacion.

Figura 3.11. Sistema Abencor ®. Fuente: imagen propia.

El procedimiento utilizado fue el descrito por Martinez et al. (1975), con algunas
modificaciones y sin afiadir agua ni otros aditivos durante el proceso. Las aceitunas se
molieron a 3.000 rpm mediante un molino de martillo de acero inoxidable con una criba
de 3mm. La pasta resultante se bati®é en una termobatidora a 28-30 °C durante

30 minutos. Posteriormente, la pasta se centrifugdé mediante una centrifuga vertical tipo
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cesta, a una velocidad de giro de 3.500 rpm y durante 1 minuto. Finalizada la
centrifugacion, la fase liquida se recogio, a través de un orificio de la parte inferior de la
centrifuga, en una probeta graduada. Mientras, el residuo solido quedé adherido a las
paredes de la centrifuga. Tras un tiempo de espera, y una vez separado por decantacion
el aceite mientras permanecia en la probeta, se procedié a la lectura y registro del

volumen de aceite (Figura 3.12).

<lon STO- Con 2, Clom [SYSSU S
le/ro/s & Icfio ¥ WClon® et

Figura 3.12. Aceite de oliva virgen obtenido mediante Abencor® de la variedad Empeltre.
Campana 18/19. Fuente: imagen propia.

El rendimiento industrial Abencor® se calculd a partir de la siguiente formula:

Ecuacion 3.3.

vV
Rendimiento industrial Abencor® (%) = PT

siendo,

p: densidad del aceite de oliva a 20 °C (0,915 g/ml).
V: volumen de aceite obtenido (ml).

P: peso de pasta de aceituna utilizada (g).

El aceite obtenido, después de decantarlo de la probeta, se filtré a través de filtros
de celulosa y se almacend en botellas de vidrio ambar, en atmoésfera de nitrégeno,

a -20 °C hasta su analisis.
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3.2.1.5. Extractabilidad

La extractabilidad se calculé como el porcentaje de aceite extraido mediante el
sistema Abencor® respecto del aceite total contenido en la pasta y analizado mediante

NIR (GSM).

Rendimiento Abencor
GSM

Extractabilidad (%) = x 100 Ecuacion 3.4.

3.2.2. Determinaciones en el aceite de oliva virgen

Las determinaciones en el aceite se realizaron en el Laboratorio Agroambiental
del Gobierno de Aragdn, laboratorio reconocido por el Ministerio de Agricultura, Pesca
y Alimentaciéon (MAPA) para el control oficial de aceites de oliva y por el Consejo
Oleicola Internacional (COI). Se siguieron los métodos de andlisis validados por el
Laboratorio Agroambiental y acreditados por la Entidad Nacional de Acreditacion
(ENAC) segtun la UNE-EN ISO/IEC 17025, de requisitos generales para la competencia
de los laboratorios de ensayo y calibracion (ISO, 2017). Ademads de incorporar controles
de calidad internos que verifican el correcto desarrollo de los métodos de andlisis, los
resultados emitidos estaban asociados a una incertidumbre la cual incluia las

desviaciones en la exactitud y precision del método.

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. De esta manera, la media
aritmética de los resultados de dos alicuotas distintas procedentes de la misma muestra,
realizadas en condiciones de repetibilidad, fue tomada como resultado final para cada

parametro.

3.2.2.1. Caracteristicas de calidad fisicoquimica

Para la determinacion de los criterios de calidad del aceite de oliva virgen, se
siguieron métodos de andlisis del Laboratorio Agroambiental que incorporan la
metodologia descrita en el Reglamento (CEE) n°2568/91, y sus posteriores
modificaciones, relativo a las caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de
orujo de oliva y sobre sus métodos de andlisis (CEE, 1991), vigente en el momento de

estudio.
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3.2.2.1.1. Acidez o dcidos grasos libres

La acidez de un aceite es la expresion del contenido en acidos grasos libres
presentes en el aceite, en porcentaje en peso de acido oleico, como &acido graso

mayoritario en el aceite de oliva.

El método oficial utilizado para su determinacion fue el descrito en el anexo II
del Reglamento (CEE) n°2568/91 y sus posteriores modificaciones (CEE, 1991; UE,
2016a).

Se pesaron, de forma aproximada, 10 g de aceite en un matraz Erlenmeyer. A
continuacion, la muestra se disolvié en aproximadamente 50 ml de una solucion
neutralizada de éter dietilico y etanol (1:1, v/v) y se procedi6 a su valoracion, utilizando
una solucion etandlica valorada de hidréxido potasico 0,1 mol/l, con fenolftaleina como
indicador. La concentracion exacta de la solucion de hidroxido potasico se confirmo

mediante valoracion con hidrégeno ftalato de potasio como patrén primario.

La acidez, expresada en porcentaje de acido oleico, se calculé mediante la férmula

siguiente:
V-ccM .,
Acidez (% ac. oleico) = Ecuacion 3.5.
siendo,
V: volumen (ml) de la solucion valorada de hidroxido de potasio utilizada.
c concentracion (mol/l) de la solucién de hidréxido de potasio utilizada.
M: masa molar del 4cido en que se expresa el resultado, acido oleico
(282 g/mol).
m: peso (g) de la alicuota de la muestra de aceite.

3.2.2.1.2. Indice de peréxidos

El indice de perdxidos es la cantidad de perdxidos presentes en la muestra,

expresada en miliequivalentes de oxigeno activo por kg de aceite, que causan la
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oxidacion del yoduro potasico en las condiciones de trabajo descritas a continuacion.

Indica el grado de oxidacion primaria de un aceite.

Para esta determinacion se utilizo el método oficial descrito en el anexo III del

Reglamento (CEE) n° 2568/91 y sus posteriores modificaciones (CEE, 1991; UE, 2016b).

La muestra de aceite, disuelta en 4cido acético y cloroformo, se trata con una
solucién de yoduro potasico. El yodo liberado (en forma de triyoduro en el medio) por
los peroxidos presentes en el aceite se valora con solucion valorada de tiosulfato sodico

segun las reacciones globales siguientes:

Oxidante + 2I- Is

v

Ecuacion 3.6.

v

Iz + 25037 3T + S4O¢?

De forma previa a la pesada del aceite, se pasé una corriente de nitrégeno en un
matraz Erlenmeyer de 250 ml con cuello esmerilado. Una vez asegurada la atmosfera
inerte en el matraz, se tapd de forma inmediata con un tapén de vidrio. En ese mismo
matraz se peso, de forma rdpida y aproximada, entre 2,0 y 5,0 g de aceite, tapando el
matraz de nuevo hasta su andlisis. La muestra de aceite se disolvid, mediante agitacion,
en primer lugar, en 10 ml de cloroformo y después en 15 ml de 4cido acético glacial,
intentando mantener en todo momento la atmosfera de nitrégeno. Se afiadié 1 ml de
soluciéon acuosa saturada de yoduro potésico, se agité durante 1 min y se mantuvo
durante 5 minutos en oscuridad. Tras anadir 75 ml de agua destilada, el yodo liberado
se valord con una solucion acuosa valorada de tiosulfato sddico 0,01 mol/l, utilizando
almidén como indicador. La concentracion exacta de la solucion tiosulfato sddico se

confirmo6 mediante la valoracion con yodato potasico como patréon primario.

El indice de perdxidos del aceite se calculd a partir de la expresion:

, V-c:1000 -
Indice de peroxidos (meqO:/kg aceite) = T Ecuacion 3.7.

siendo,
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V: volumen (ml) de la solucion valorada de tiosulfato de sodio.
c concentracion (mol/l) de la solucion de tiosulfato de sodio.
m:  peso (g) de la alicuota de la muestra de aceite.

3.2.2.1.3. Coeficientes de extincion en el ultravioleta (Kasz, Karo, AK)

El analisis espectrofotométrico en el ultravioleta (UV) informa, al igual que el
indice de perdxidos, sobre el estado de oxidacidn y, por tanto, de conservacion del aceite.
La absorcion de radiacion ultravioleta que presenta el aceite, a las longitudes de 232 nm
y 270 nm, se debe a dienos y trienos conjugados (dobles y triples enlaces) y compuestos
carbonilicos que se generan durante la oxidacion de los aceites. Los valores de estas
absorciones se expresan en extinciones especificas Ef 2, (extincién de una solucién de la

materia grasa al 1% en el disolvente determinado, en un espesor de 1 cm) que se

expresara convencionalmente como K (también denominado coeficiente de extincion).

Los coeficientes de absorcion al UV de los aceites se determinaron segun el
método oficial descrito en el anexo IX del Reglamento (CEE) n° 2568/91 y sus posteriores
modificaciones (CEE, 1991; UE, 2015) utilizando un espectrofotometro de Ultravioleta-

Visible con bomba peristéltica (Specord 205, Analytikjena, Alemania).

Para la determinacion del coeficiente de absorcion Kao y AK, se pesd
aproximadamente 0,6 g de la muestra de aceite en un matraz aforado de 25 ml
disolviéndola posteriormente con ciclohexano hasta su enrase. Después, se tomé 1 ml de
esta disolucion mediante una pipeta y se diluy6 con ciclohexano en un matraz aforado
de 10 ml hasta su enrase. Esta segunda disolucion se utilizé para la determinacion del
coeficiente Kzz. En ambas determinaciones se utilizé ciclohexano como referencia para

la medicién de la absorbancia.

Los coeficientes de absorcidon K a una longitud de onda (A) se calcularon a partir

de la siguiente ecuacion:

Ecuacion 3.8.

siendo,
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Ky extincion especifica a la longitud de onda A (232 nm; 270 nm).
Ex: extincion medida a la longitud de onda A (232 nm; 270 nm).

c: concentracion de la disolucion (g/100 ml).

e: espesor de la cubeta en cm.

Por otro lado, la variacion de la extincidn, AK, en valor absoluto se calculé como:

E, — (EA—4 ‘; E,1+4)

AK = Ecuacion 3.9.

c-€e

siendo,

AK:  variacion de la absorcion de la extincion especifica.

Ex: absorbancia medida a la longitud de onda A de méaxima absorcién
(ciclohexano, 270 nm).

c concentracion de la disolucion (g/100 ml).

e: espesor de la cubeta en cm.

3.2.2.2. Caracteristicas de pureza

Al igual que para las determinaciones englobadas como criterios de calidad
(CEE, 1991), en este apartado se han utilizado métodos de andlisis validados por el
Laboratorio Agroambiental que incorporan la metodologia descrita en la legislacion

vigente en el momento del estudio (CEE, 1991).

3.2.2.2.1. Composicion de dcidos grasos

El perfil de &cidos grasos que forman parte de los triacilgliceroles (TAGs),
compuestos mayoritarios en el aceite de oliva virgen, se determind siguiendo el
procedimiento indicado en el anexo X del Reglamento (CEE) n° 2568/91 y sus posteriores
modificaciones (CEE, 1991; UE, 2015). Este método permite determinar los ésteres
metilicos de acidos grasos desde 12 atomos de carbono hasta 24 dtomos de carbono,
incluidos los ésteres metilicos de dcidos grasos saturados, cis y trans monoinsaturados y

cis y trans poliinsaturados.
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El método consiste en una transmetilaciéon previa de los acidos grasos que
conforman los triglicéridos en el aceite y posterior cromatografia gaseosa de los ésteres

metilados de los acidos grasos formados.

Se peso, aproximadamente, 0,1 g de la muestra de aceite en un tubo de vidrio con
tapon de rosca y se afadié 2 ml de n-heptano agitdndose en un vortex durante
30 segundos. Para realizar la transmetilacion, se aftadié 0,2 ml de hidroxido potasico
2 mol/l en metanol y se agité nuevamente en un vortex durante otros 30 segundos. Se
dejo reposar hasta que la solucion que contenia los ésteres metilicos de los acidos grasos

quedo nitida lo que indica la completa separacion de la glicerina formada.

La solucidn de ésteres metilicos de acidos grasos obtenida se analizé mediante
cromatografia de gases con deteccion de ionizacion de llama (GC-FID). Para ello, se
inyect6 1 ul de la solucion en un cromatografo de gases (7890N, Agilent Technologies,
Estados Unidos) equipado con un inyector split/splitless y un detector de ionizacion de
llama (FID) (Figura 3.13) y una columna SP-2380 de 60 m de longitud, 0,25 mm didmetro
interno y 0,2 um de espesor de fase estacionaria (Supelco, Bellefonte, PA, USA). El
programa de temperaturas utilizado en el horno fue: 170 °C al inicio y, durante
30 minutos, una rampa de calentamiento de 5°C/min hasta alcanzar los 200 °C,
manteniéndose esa temperatura hasta la finalizacién de la cromatografia. El gas portador
que se empled fue helio con un flujo de 1,2 ml/min. Durante el andlisis, las temperaturas

de inyeccion y de deteccion fueron 250 °C y 260 °C respectivamente.

Figura 3.13. Cromatdgrafo de gases con deteccion de ionizacion de llama. Fuente: imagen propia.
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La identificacion individual de los acidos grasos en el cromatograma obtenido
(Figura 3.14) y el control de calidad del analisis se realizé en cada tanda de trabajo

mediante un material de referencia procedente del Consejo Oleicola Internacional (COI).

A

13574+ C180 (Esterdrion)

Eom 30.706 - 6240 (Lignooérion)

Figura 3.14. Perfil cromatografico de la composicién de acidos grasos en un AOVE de Empeltre.
Fuente: imagen propia.

El contenido de cada uno de los ésteres metilicos de los acidos grasos se obtuvo
segun el método de normalizacion interna, al considerar que el factor de respuesta de
todos los componentes es el mismo, como porcentaje del area de cada acido graso

respecto del total, aplicindose la siguiente formula:

Aj
w; = o—- 100 Ecuacion 3.10.
1 Z A
siendo,
Wi contenido del éster metilico de acido graso i (%).
Ai: area del pico de cada éster metilico de acido graso i.

2Ai:  suma de las areas de todos los picos de ésteres metilicos de acidos grasos

identificados en el cromatograma.

Los acidos grasos identificados y cuantificados en este estudio fueron: miristico

(C14:0), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), heptadecanoico (C17:0), heptadecenoico
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(C17:1), esteérico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), linolénico (C18:3), araquidico
(C20:0), eicosenoico (C20:1), behénico (C22:0) y lignocérico (C24:0).

3.2.2.2.2.  Composicion de esteroles y contenido en eritrodiol y uvaol

El estudio del perfil de esteroles es de gran interés ya que es muy caracteristico
para cada tipo de aceite vegetal y, en el caso de los aceites de oliva, para cada variedad.
Por ello, se utiliza para demostrar la autenticidad de los aceites de oliva ante posibles

casos de adulteracién o fraude.

La determinacion de la composicion individual y contenido total de esteroles y
del contenido de dialcoholes triterpénicos (eritrodiol y uvaol) de los aceites se realizd
siguiendo el procedimiento indicado en el método oficial publicado en el anexo XIX del
Reglamento (CEE) n° 2568/91 y sus posteriores modificaciones (CEE, 1991; UE, 2019). El
método consiste en la saponificacion previa de la materia grasa con una solucion
etandlica de hidréxido potasico y posterior extraccion del insaponificable con éter etilico.
Por cromatografia en placa de gel de silice basica se separa la fraccion esterdlica y, tras

su derivatizacion en trimetilsililésteres, se analiza mediante cromatografia de gases.

Se peso, aproximadamente, 5 g de la muestra de aceite en un matraz de 250 ml el
cual contenia previamente a-colestanol (0,5 ml; 0,2%) como patrén interno. Para la
saponificacién de la muestra, se afiadié 50 ml de una solucion etandlica de hidréxido de
potasio 2 mol/l y se mantuvo a reflujo durante 40 min. Una vez enfriado el contenido del
matraz se trasvaso a un embudo de decantacion de 250 ml y se procedio a realizar la
extraccion del insaponificable utilizando distintas fracciones de éter dietilico (80 ml,
70 ml y 60 ml). Las fracciones de éter recogidas se lavaron hasta su neutralizacion con
50 ml de hidréxido potasico 0,5 mol/l y agua destilada. Tras la eliminacion del agua de
lavado, la solucién se filtré con sulfato de sodio anhidro y se evaporo el disolvente con
un rotavapor. El insaponificable obtenido se redisolvid con 2 ml de acetato de etilo y,
utilizando una microjeringa, se deposité 0,1 ml en una placa cromatografica de gel de
silice basificada previamente con una solucién etandlica 0,2 mol/l de hidréxido de
potasico. La placa cromatografica se dejé en una cubeta de desarrollo con una mezcla de

eluciéon 70:30 de n-hexano/éter dietilico, durante 1 hora. Finalizada la cromatografia, se
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pulverizé sobre la placa cromatografica una solucion de 2,7-diclorofluoresceina como
revelador para poder identificar la fraccion esterdlica (Figura 3.15). Tras su revelado, se
procedid a rascar, con la ayuda de una espatula, el drea de la banda de esteroles y
dialcoholes triterpénicos identificada. El residuo obtenido se introdujo en una placa
filtrante para proceder a su lavado con tres fracciones de 15 ml de acetato de etilo cada

una. El filtrado recogido se evaporé en un rotavapor.

Fracciéon esteroles y

dialcoholes

triterpénicos

Figura 3.15. Placa cromatografica tras elucion del insaponificable de una muestra de AOVE de la
variedad Empeltre, revelada con 2,7-diclorofluoresceina bajo UV. Fuente: imagen propia.

Para poder analizar los esteroles y dialcoholes triterpénicos extraidos de la
muestra mediante cromatografia de gases se transformaron en éteres de trimetilsililo
anadiendo 0,2 ml del reactivo de sililacién
(piridina/hexametildisilazano/trimetilclorosilano; 9:3:1, v/v/v) al residuo obtenido tras
evaporacion. Se agité suavemente la mezcla y tras 30 minutos de reposo la solucion

estuvo lista para su analisis por cromatografia.

Se inyectd 1 pl de la solucion de la muestra en un cromatografo de gases (6890N,
Agilent Technologies, Estados Unidos) equipado con un inyector split/splitless, y un
detector de ionizacién de llama (FID) (Figura 3.13) y una columna CP-Sil 8CB de 25 m
de longitud, 0,25 mm didmetro interno y 0,25 um de espesor de fase estacionaria
(Supelco, Bellefonte, PA, USA). Se utiliz6 un programa de temperaturas isotermo de
260 °C. El gas portador que se empled fue helio con un flujo de 1,0 ml/min. Durante el

analisis, las temperaturas de inyeccién y de deteccion fueron 300 °C.
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La identificacion individual de los esteroles y de eritrodiol y uvaol en el
cromatograma obtenido (Figura 3.16) se realizé a partir de los tiempos de retencion
mediante un material de referencia procedente del Consejo Oleicola Internacional (COI)

analizado en las mismas condiciones cromatograficas.

La elucion de los esteroles y dialcoholes triperpénicos, en las condiciones
cromatograficas indicadas, fue en el siguiente orden: colesterol, brasicasterol,
24-metilencolesterol, campesterol, campestanol, estigmasterol, ~A7-campesterol,
A5,23-estigmastadienol,  clerosterol, [-sitosterol, sitostanol, Ab-avenasterol,
A5,24-estigmastadienol, A7-estigmastenol y A7-avenasterol, como esteroles, y eritrodiol

y uvaol, como dialcoholes triterpénicos (Figura 3.16).

Figura 3.16. Cromatograma de esteroles y dialcoholes triterpénicos en un AOVE. Fuente: imagen
propia.

El pardmetro (-sitosterol aparente se calculdé como la suma de los esteroles:
A5,23-estigmastadienol, clerosterol, [-sitosterol, sitostanol, ~A5-avenasterol 'y

A5,24-estigmastadienol.

Para cuantificar el contenido total de esteroles, primero se calculd la
concentracion de cada esterol individual en la alicuota de la muestra en mg/kg (ecuaciéon
3.11) y seguidamente se calculd el total teniendo en cuenta a todos los esteroles
identificados y descritos en el parrafo anterior. El factor de respuesta para el a-colestanol

se considero 1.
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Ai " Myg - 1000
Esterol; = Ecuacion 3.11.
AIS “m
donde,
Ai area del pico para el esterol i.

Ars:  area del pico del patron interno (a-colestanol).
mis:  peso (mg) del patrén interno anadido (a-colestanol).

m: peso de la alicuota de la muestra (g).

Por otro lado, el contenido relativo individual de cada esterol (%) se calculd se

mediante la siguiente ecuacion:

A,
Esterol; = 2_114 -100 Ecuacion 3.12.
donde,
A area del pico para el esterol i.

YA: suma de las dreas de los picos de todos los esteroles identificados.

El contenido relativo de los dialcoholes triterpénicos, eritrodiol y uvaol se calculd

de la siguiente manera:

Uv:  area del pico de uvaol.

LA: suma de las areas de los picos de todos los esteroles identificados.

3.2.2.3. Otras determinaciones

El resto de determinaciones realizadas en el aceite de oliva virgen no estaban
recogidas en la legislacion europea vigente en el momento del estudio (CEE, 1991) como
parte de los criterios que determinaban la calidad y autenticidad de un aceite de oliva

virgen.
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3.2.2.3.1. Estabilidad oxidativa

La medida de la estabilidad o resistencia de los aceites frente a la oxidacion o
enranciamiento se realizé mediante el método Rancimat segtin la norma ISO 6886 (ISO,
2016). E1 método consiste en la oxidacidn acelerada de la muestra de aceite mediante el
aumento de su temperatura y el paso a través de ella de un flujo de aire. Durante el
proceso se produce la oxidacion de los dcidos grasos del aceite, formandose en primer
lugar peroxidos como productos de oxidacion primarios y, posteriormente, otros
productos de oxidacion secundaria como acido acético y acido férmico, ambos acidos
organicos volatiles. Estos productos de degradacién son arrastrados por el flujo de aire
desde el recipiente de la muestra a otro recipiente, aumentando la conductividad del
agua destilada que contiene. Una celda de conductividad registra de manera continua la
conductividad del agua frente al tiempo dando lugar a unas curvas de oxidacién cuyo
punto de inflexion, un subito e intenso aumento de conductividad, es el tiempo de
induccion o indice de estabilidad oxidativa (OSI, por sus siglas en inglés), es decir, el
tiempo (horas) transcurrido hasta la formacion de estos productos de reaccién

secundarios.

Para su determinacion se utiliz6 un equipo Rancimat (743, Metrohm AG, Suiza)

(Figura 3.17).

4y

Figura 3.17. Equipo Rancimat 743 para la medida de la estabilidad oxidativa. Fuente: imagen
propia.
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El procedimiento consiste en pesar, de forma aproximada, 3 g de la muestra de
aceite en un tubo de reaccion y someter la alicuota a una temperatura de 120 °C y un

flujo de aire de 20 1/h (Figura 3.18).

Figura 3.18. Tubos de reacciéon con AOV para analizar la estabilidad oxidativa. Fuente: imagen
propia.

3.2.2.3.2. Fenoles totales por colorimetria

La determinacion de los compuestos fendlicos totales de las muestras de aceite
de oliva virgen se realizé utilizando el método colorimétrico (Vazquez et al., 1973),
introduciendo como modificacién la utilizacion del reactivo Folin-Ciocalteu en lugar de
Folin-Denis, como método rapido. Consiste en la previa extraccion de la fraccion fenodlica
de la muestra de aceite mediante extraccion liquido/liquido con una mezcla
hidroalcohodlica y, tras la reaccion de los fenoles con el reactivo Folin-Ciocalteu,
determinacién colorimétrica utilizando dacido cafeico como patréon. La reaccidon
colorimétrica estd basada en la reduccidén, en medio alcalino, de la mezcla de acidos
fosfowolframico y fosfomolibdico presentes en el reactivo Folin-Ciocalteu por los
compuestos fenolicos dando lugar a un cambio de color de la solucién de amarillo-verde
a azul. La intensidad de la coloracién azul de la solucion final dependera de su

concentracion fenolica.

Para la obtencion del extracto fenolico (Figura 3.19), se pesé de forma aproximada

10 g de la muestra de aceite disolviéndose posteriormente en 50 ml de n-hexano para
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eliminar la fraccion lipidica. La extraccion de los fenoles se realizd en un embudo de
decantacion de 100 ml utilizando para ello tres fracciones, de 20 ml cada una, de una
mezcla de metanol/agua 60:40 (v/v), agitando durante 2 minutos en cada extraccion. Las
fracciones hidroalcohdlicas que contenian los compuestos fendlicos se combinaron en un
matraz aforado de 100 ml que se enraso6 con agua. El extracto fendlico obtenido se dejé

reposar durante 24 h a temperatura ambiente, en ausencia de luz.

Figura 3.19. Extracciéon de la fraccion fendlica polar del aceite de oliva virgen. Fuente: imagen
propia.

Para la determinacion colorimétrica de los fenoles totales, en un matraz aforado
de 50 ml se adicioné 35 ml de agua, de 3 a 7 ml del extracto de fenoles (segiin
concentracion prevista) y 2,5 ml de reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Se agitd y tras 3 minutos de reposo, se afiadié 5 ml de una solucién saturada
de hidréxido sddico, enrasando el matraz con agua. Se agitd y se dejo una hora de reposo
(Figura 3.20). Simultaneamente, y procediendo con la misma metodologia, se prepar6
un blanco sin adicionar el extracto de fenoles y una recta de calibrado utilizando
7 patrones de acido cafeico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en el rango de

concentraciones de 0,5 a 10 mg/ml.

Transcurrido el tiempo, se midio la absorbancia a 725 nm del blanco, de los
patrones y de las soluciones utilizando un espectrofotémetro de UV-Visible con bomba

peristaltica (Specord 205, Analytikjena, Alemania).
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Figura 3.20. Reaccion colorimétrica durante el andlisis de fenoles totales por colorimetria. Fuente:
imagen propia.

La concentracion de fenoles totales de las muestras de aceite, expresada como mg

de 4cido cafeico por kg de aceite, se calculé mediante la siguiente ecuacion:

Fenoles totales = Amm+—a X % x 5000 Ecuacion 3.14.

siendo,

Abs;55nm: absorbancia de la solucion a 725 nm.

a: ordenada en el origen de la recta de calibracion.

b: pendiente de la recta de calibracion.

V: volumen pipeteado de la solucién de polifenoles (ml).

m: peso de la alicuota de la muestra (g).

5000: factor de conversion segun diluciones realizadas durante el

desarrollo del procedimiento.

3.2.2.3.3. Fenoles totales por cromatografia

El método utilizado se basa en el andlisis cromatografico mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) de la fraccién polar de los compuestos fenolicos
extraida antes y después de su hidrolisis acida. Para ello, se utiliz6 el método propuesto
por Tsimidou et al. (2019b) en cuanto a la extracciéon y cuantificacion de los compuestos

fenolicos en el aceite mientras que, para su analisis cromatografico mediante HPLC, se
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siguio el método COI/T.20/Doc. No29, Rev.1, propuesto por el Consejo Oleicola
Internacional (COI, 2017).

La hidrolisis acida de las formas ligadas de hidroxitirosol y tirosol (glucosido de
tirosol, formas aldehidicas de aglicona de ligstrosido, forma aldehidica de aglicona de
oleuropeina, oleuropeina de aglicona, dialdehidos (carboximetilado 'y
descarboximetilado) de oleuropeina de aglicona y aldehido (descarboximetilado) de
oleuropeina de aglicona) da lugar a los compuestos hidroxitirosol y tirosol libres, cuyo
contenido puede ser cuantificado mediante calibracion externa utilizando patrones
comerciales. El contenido total de hidroxitirosol y tirosol se expres6 en mg/20 g de aceite
tras la correccion de las diferencias de peso molecular entre las formas libres y ligadas

de estos dos compuestos.

Para obtener la fraccion o extracto polar de los compuestos fendlicos, se pesod
aproximadamente 2,0 g de la muestra de aceite en un tubo falcén de plastico de 15 ml,
con tapon de rosca. Se afiadié 1 ml de metanol/agua 80:20 (v/v) y se agité durante
30 segundos. Se anadieron otros 5 ml de la misma mezcla hidroalcohdlica y se agitd
durante 1 minuto. Transcurrido el tiempo, se introdujo en un bafio de ultrasonidos
durante 15 minutos controlando que la temperatura del bafio no superase los 25 °C. Para
clarificar la fraccion polar, se centrifugo a 4000 rpm durante 15 minutos. Un alicuota del
sobrenadante obtenido se filtré a través de un filtro de jeringa de PVDF de 0,45 um antes

de su analisis cromatografico mediante HPLC.

La hidrolisis acida de la fraccion polar se realiz6 de la manera siguiente. Se
transfirio, por triplicado, una alicuota de 0,2 ml de la fraccién polar a un tubo de vidrio
de 5 ml, con tapon de rosca. Se anadio6 0,2 ml de dcido sulftirico 1 mol/l, se agité durante
2 segundos y se incub6 en un bafio de agua a 80 °C durante 2 horas. Finalizada la
incubacion, y de forma inmediata, se diluyd cada hidrolizado con 0,2 ml de la mezcla de
extraccion metanol/agua 80:20 (v/v). Se combinaron los tres hidrolizados obtenidos por
cada muestra y la solucion resultante se filtrd a través de un filtro de jeringa de PVDF de

0,45 pm antes de su analisis cromatografico mediante HPLC.
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Para el analisis cromatografico, se inyectaron 10 ul de cada una de las fracciones
polares obtenidas, con y sin hidrdlisis, en un HPLC (1100 Series, Agilent Technologies,
EEUU) equipado con un detector de matriz de fotodiodos (DAD) y una columna de fase
reversa Symmetry de 250 mm de longitud y 4,6 mm de didmetro, con un tamafo de
particula de 5 um (Waters Corporation, Milford, MA) (Figura 3.21). La temperatura de
la columna fue 30°C. Como eluyentes de la fase moévil se utilizaron distintas
proporciones de 0,2% (v/v) de acido fosfdrico/agua (fase A), metanol (fase B) y
acetonitrilo (fase C) segtn el gradiente ternario de elucion (Tabla 3.8), con un flujo de

1 ml/min. La longitud de onda de adquisicién fue 280 nm.

Figura 3.21. Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion (HPLC). Fuente: imagen propia.

Tabla 3.8. Gradiente ternario de elucion utilizado para la separaciéon de los compuestos
fendlicos.

Tiempo (min) A (%) B (%) C (%)

0 96 2 2
40 50 25 25
45 40 30 30
60 0 50 50
70 0 50 50
72 96 2 2
82 96 2 2

La cuantificacion de los compuestos fendlicos se realizdo mediante calibracion
externa utilizando como patrones comerciales hidroxitirosol (=98%; Sigma-Aldrich,

Saint Louis, MO, USA) y tirosol (>98%; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) en
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metanol/agua 50:50 (v/v). Se prepararon sendas curvas de calibracion en los rangos de

concentracion de 0,5 a 100 pg/ml.

La identificacion de hidroxitirosol y tirosol se realizd6 mediante el tiempo de

retencion y maximo de absorbancia caracteristico de cada uno de ellos.

En cada tanda se realizaron blancos de método (de extraccion y de hidrolisis)

para asegurar que el sistema estaba libre de cualquier contaminacion o efecto de arrastre.

El contenido de fenoles que contenian hidroxitirosol y tirosol en su féormula, es
decir, formas ligadas al hidroxitirosol y tirosol, se obtuvo a partir de los resultados
obtenidos del analisis cromatografico de las fracciones polares antes (formas libres) y

después de la hidrolisis (formas hidrolizadas). Se aplicaron las férmulas siguientes:

Htirligado = 2,2(Htirhidrolizado - Htirlibre) Ecuacion 3.15.
Tirligado = 2,5(Tirhidrolizad0 - Tirlibre) Ecuacién 3.16.

siendo,
Hitiriibre: Hidroxitirosol libre.

Htiriigado: Formas ligadas al hidroxitirosol.

Htirnidroizado:  Formas hidrolizadas de hidroxitirosol.

Tiriibre: Tirosol libre.
Tirtigado: Formas ligadas al tirosol.
Tirhidrolizado: Formas hidrolizadas de tirosol.

Los factores de correccion (2,2 y 2,5) corresponden a la divisiéon de la masa
molecular media de las formas ligadas mas conocidas de hidroxitirosol y tirosol (343
uma) por la masa molecular de hidroxitirosol (154 uma) y tirosol (138 uma),
respectivamente. En este cdlculo, se tuvieron en cuenta las formas de enlace siguientes:
glucosido de tirosol (300,30 uma), forma aldehidica de aglicona de ligstrosido (362,12
uma), forma dialdehidica de aglicona de ligstrosido (304,34 uma), forma aldehidica de
aglicona de oleuropeina (378,37 uma), oleuropeina de aglicona (378,37 uma), dialdehido

(carboximetilado) de oleuropeina de aglicona (378,37 wuma), dialdehido
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(descarboximetilado) de oleuropeina de aglicona (320,34 wuma), aldehido

(descarboximetilado) de oleuropeina de aglicona (320,34 uma).

En el cdlculo del contenido total de hidroxitirosol y tirosol, expresados en
mg/20 g de aceite, se tuvieron en cuenta las formas libres de hidroxitirosol y tirosol

(previas a la hidrolisis) y las formas ligadas. Se utiliz¢ la siguiente expresion:

Htlr y Tlr tOtal = Htirlibre + Tirlibre + Htirligado + Tirligado Ecuacion 3.17.
siendo,
Hitiruibre: Hidroxitirosol libre.
Htiriigado: Formas ligadas al hidroxitirosol.
Tiribre: Tirosol libre.
Tiriigado: Formas ligadas al tirosol.
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3 .3 « TRATAMIENTO ESTADISTICO

En una fase preliminar, para describir y caracterizar los resultados
experimentales obtenidos se aplico un analisis exploratorio de los resultados, que
permitié el uso posterior de otras técnicas estadisticas, y una estadistica descriptiva.
Principalmente, los resultados se expresaron mediante la media aritmética y la
desviacion estandar como medida de la dispersion entre los valores observados para dos
réplicas (n =2), réplicas suficientes en métodos realizados bajo un sistema acreditado. En
aquellos pardmetros realizados con métodos acreditados segun la UNE-EN ISO/IEC
17025 (ISO, 2017) también se dispone de incertidumbres asociadas al resultado (Rey et
al., 2017). En algunos casos, el andlisis descriptivo de los resultados se ampli6 y se

incluyeron coeficientes de variacion, rango (minimo y maximo) y percentiles.

Para el estudio de la influencia significativa de ciertos factores agrondmicos como
la maduracion, la variedad, el ambiente, entre otros, sobre los pardmetros de la aceituna
o del aceite se han utilizado técnicas de analisis univariante o multivariante como el
andlisis factorial de la varianza (ANOVA) (p < 0,05), conjuntamente con pruebas

post-hoc de rango multiple (Duncan, Tukey o Scheffe) o t-test.

Las posibles correlaciones lineales entre pares de pardmetros analizados,
midiendo su grado de dependencia, han sido estudiadas utilizando el andlisis de
correlaciéon de Pearson (p<0,05) como técnica estadistica bivariante. Esta técnica
también se ha utilizado de forma previa a la aplicacién de las técnicas de analisis

multivariantes.

Para el andlisis simultaneo de numerosas variables se han utilizado técnicas
estadisticas multivariantes no supervisadas, como el andlisis de componentes
principales (PCA), o supervisadas, como el andlisis discriminante (DA) (Aparicio y
Garcia-Gonzalez, 2013). El PCA permitio obtener los parametros o compuestos quimicos
clave o singulares que diferenciaban los distintos aceites de oliva virgen estudiados. El
analisis discriminante, un tipo de andlisis de agrupamiento, posibilitd hallar similitudes

y diferencias entre los aceites analizados, agrupandolos en categorias o clusters. Esta
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técnica también se utilizo para determinar los parametros o compuestos quimicos que
resultaron ser los mejores predictores que discriminan entre los grupos de AOV
hallados. Todo ello propicié ciertas clasificaciones entre los aceites de oliva virgen

analizados.

Los andlisis estadisticos y las graficas se llevaron a cabo utilizando el software
Excel 2016 (Microsoft Corp., Redmond, Washington, EE.UU.) y el software IBM SPSS
Statistics 24.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.).
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4.1.1. Abstract

BACKGROUND: In this study, the effects of crop year, harvest date and clone on the
fruit characteristics and chemical composition of Empeltre olive oils were evaluated. For
this purpose, the weight and oil content of fruit and the fatty acid composition,
polyphenol content and oxidative stability of the olive oil was analysed throughout

ripening during three successive seasons.

RESULTS: The weight and moisture in the fruit, as well as the fatty acids and polyphenol
content in the olive oil, were mainly affected by crop year. In contrast, the stability was
strongly influenced by the harvest date. Both factors had an influence on the fruit's oil
content. The clone was not a substantial component in terms of variability, although the
interaction with crop year was notable for some of the characteristics. The oil content
increased significantly along with the harvest date and reached maximum values in the
last period (44.9%). Conversely, stability and polyphenols decreased significantly
(depending on the year, by 30-70%) from October to December, reaching the highest
mean values between 1 October and 10 November (15.5 h; 500 mg caffeic acid kg™). Oleic
acid and monounsaturated/polyunsaturated fatty acids (MUFA/PUFA) did not show
significant differences depending on the harvest date, but between years, with 2018

having the highest percentage of oleic acid (72.72%) and MUFA/PUFA (8.38).

CONCLUSION: Early harvesting of Empeltre olives would provide considerably more
stable olive oils, regardless of the clone selected, with higher phenolic content. It would

not affect the MUFA/PUFA ratio, mainly influenced by the crop year.

Keywords: olive oil; Empeltre clone; crop year; harvest date; chemical composition;

oxidative stability.
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4.1.2. Introduction

The olive tree (Olea europaea L.) is economically one of the most important crops
in the Mediterranean area, especially in Spain, the world's leading producer and
exporter of olive oil.' Health benefits of virgin olive oil consumption are attributed to its
high content in monounsaturated fatty acids (MUFA), mainly oleic acid, as well as minor
components such as phenolic compounds, squalene, tocopherols and sterols.2On the
other hand, fatty acid composition and phenolic compounds are directly related to the
chemical stability of olive oil in terms of shelf-life and resistance to lipid oxidation.>¢The
quality and chemical composition of virgin olive oil depend on agronomic and
environmental factors such as cultivar, growing area, seasonal conditions and fruit
ripening, among others.”® For example, as olives progressively ripen, a decrease in
polyphenol content and an increase in polyunsaturated fatty acids (PUFA) can be

observed, thereby reducing the oil's shelf life by reducing its stability.5*10

Empeltre is one of the main olive cultivars in Spain. It is mainly harvested in the
northeast of Spain, with an area of 70 000 ha.” In Aragon (the sixth-largest olive-oil-
producing region in Spain), 67% of the olive surface area is planted with Empeltre, which
makes it the Spanish region with the most hectares of this cultivar. Empeltre olive oils
are protected for their uniqueness under six protected designations of origin (PDO), two

of which are in Aragon.

Commercial interest in Empeltre cultivar is high because of its good agronomic
behaviour, with a very early ripening pattern, good yield and high productivity.”"12
Empeltre olives have a twofold potential commercial use: either as black table olives or
as olive oils.’*1¢ As a consequence, the fruits are usually harvested when they are very
ripe, which means that Empeltre olive oils are known for ripe fruitiness, low phenolic
content, low bitterness and medium-low oxidative stability.!>!”' Few studies have been
carried out on the evolution of the chemical composition of Empeltre olive oils according
to their ripeness during several crop years.” Most studies in this area have been
conducted with very ripe olives. Currently, certain high-quality Empeltre olive oils are

being obtained with olives with a low ripening index. Further information about the
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evolution of olive oil quality and chemical composition under such conditions would be
necessary. These trials could be of interest due to the rise in sales of Empeltre olive oils

obtained from low- to medium-ripe olives.

In Spain, during the 1998-2002 periods, a clonal preselection for the genetic
improvement of Empeltre cultivar was carried out, with the participation of the six
regions where Empeltre traditionally grows (Aragon, Catalonia, La Rioja, Navarra,
Valencia and the Balearic Islands). Sixteen clones were selected,?’?! then propagated by
cuttings, and planted in two comparative trials in two different locations: Gandesa
(Catalonia) and Alcafiz (Aragon).???* Studies on the variability of fruit and olive oil
characteristics were carried out, taking into account the influence of the region and year
of production, and harvesting olives with ripening indices close to four. The effect of
ripening was not evaluated in those clonal studies, although several of them reported
higher variability for certain elaiotechnical characteristics including olive parameters

and olive oil quality.>102425

The aim of the current study was to evaluate the influence of harvest date, crop
year and clone, and of the interactions among them, on fruit characteristics and on fatty
acid composition, phenolic content and oxidative stability in olive oil. For this purpose,

a selection of Empeltre clones from Aragon was studied.

4.1.3. Materials and methods

4.1.3.1. Plant material

Eight of the 16 clones planted in 2004 as part of the Empeltre clonal selection
comparative trials were selected. The olive trees were grown in an olive orchard
belonging to the Government of Aragon, located in Alcaniz, Teruel (NW Spain; 41° 030
2700 N, 0° 080 3600 W), under identical agronomic and pedoclimatic conditions. The trial
was randomly designed and arranged with an 8 x 6 m frame (three trees/clone), in clay

loam soil with a drip irrigation system. The assays were conducted in the course of the
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2017, 2018 and 2019 seasons. Table 1 shows the monthly temperature and rainfall data

recorded for those 3 years.

Aragon was the region of origin of the eight clones used in the study, with the
region's three provinces represented by different towns. Clone 3 (Valderrobres), clone 5
(Cretas) clone 6 (Calanda), clone 7 (Calaceite) and clone 8 (La Codofiera) were from the
province of Teruel. Clones 1 and 2 (Barbastro) were from the province of Huesca, and
clone 4 (Caspe) was from the province of Zaragoza. Clone 5 was identified as a standard
in the clonal pre-selection trials. A previous microsatellite DNA study did not identify
any differences among clones 1, 5 (standard) and 8;* as a consequence, olives of these

three clones were grouped together and identified as clone Std.

Olives from clones 2, 3, 4, 6, 7 and Std (4 kg) were randomly hand-picked around
the tree for each harvest date, at fortnightly intervals from October to December. After

collection, the samples were immediately taken to the laboratory and processed.

4.1.3.2. Olive fruit assays and olive oil extraction

One hundred olives from each sample were randomly selected to determine fresh
fruit weight (FW) and the olive ripeness index (RI) based on colour changes of the skin

and flesh.2¢

Fruit moisture content (M) and oil content of the fruit, the latter expressed as a
percentage of the weight of fresh (OCFW) and dry olive paste (OCDW), were
determined using a near-infrared (NIR) analyser (FoodScan Lab, type 78 800, Foss,
Runcorn, UK).

Olive oil was extracted using the Abencor system (MC2, Ingenieria y Sistemas
SL, Seville, Spain).?” Olive fruits were milled at 3000 rpm by a 3 mm sieve stainless
hammer mill, without addition of water or any other adjuvants, and the resulting olive
paste was malaxed at 30 °C for 30 min. Olive oil was then separated by centrifugation at

3500 rpm for 1 min.

The oil obtained after decanting was filtered through cellulose paper and stored

in amber glass bottles under nitrogen atmosphere at —20 °C until analysis.
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Table 1. Weather data in Alcafiz (Teruel) for 2017, 2018 and 2019 crop seasons. Monthly
air temperatures (mean, maximum and minimum) and monthly and annual rainfall
(mm).

Crop year 2017
Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec Annual
T?mean (°C) 55 89 123 144 19.6 247 254 248 191 171 93 6.6
T?max (°C) 10.3 149 19.7 225 28.0 33.0 339 329 26.1 249 16.0 12.0
T*min(°C) 13 37 53 6.0 112 167 175 174 124 102 37 1.5
P (mm) 12 30 29 9 24 52 20 28 9 4 3 4 223
Crop year 2018
Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec Annual
T*mean (°C) 85 6.3 104 13.8 17.0 22.1 263 255 22.6 154 105 8.1
T?*max (°C) 13.5 109 16.2 20.8 24.2 29.0 34.5 33.5 30.1 21.5 155 13.0
T*min(°C) 38 18 50 71 107 155 186 183 156 97 63 3.7
P (mm) 42 32 30 75 67 35 27 24 18 102 43 14 508
Crop year 2019
Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec Annual
T?mean (°C) 6.1 8.8 122 134 172 23.6 26.7 259 21.1 17.0 109 8.6
T?max (°C) 112 16.8 19.8 20.1 24.7 32.1 352 34.0 28.8 23.6 159 13.5
T*min(°C) 1.6 20 49 74 98 140 183 179 13.8 108 63 45
P (mm) 15 3 7 28 28 4 14 8§ 14 38 33 25 216

4.1.3.3. Olive oil analysis

4.1.3.3.1.  Fatty acid composition

Fatty acid methyl esters (FAME) were determined according to the official EU
method,”® by cold transmethylation with sodium hydroxide in 2 mol L ethanol,
followed by gas chromatographic analysis (GC). An Agilent chromatograph (7890 N,
Agilent, Santa Clara, CA, USA) with an SP-2380 60 m x 0.25 mm inner diameter x 0.2 um
film thickness capillary column (Supelco, Bellefonte, PA, USA) was used with helium as
a carrier gas (with a flow of 1.2 mL min). Oven temperature was 170 °C, for 30 min,
increasing by 5 °C min™ up to 200 °C. The flame ionization detector (FID) and

split/spitless injector temperatures were 260 and 250 °C, respectively.

4.1.3.3.2. Total phenol content

For extraction and quantification of polyphenols (ITP), the method described by

Vazquez Roncero® was used. Phenolic compounds were isolated from the oil (10 g) by
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triple extraction with 20 mL of a methanol-water mixture (60:40, v/v) after dissolving
the oil in hexane (50 mL). The absorbance of the resulting solution after reaction of the
hydroalcoholic extract with Folin-Ciocalteu reagent in basic medium was measured at
725 nm using a UV- visible spectrophotometer (Specord 205, Analytik, Jena, Germany).

Total phenol content was expressed as mg caffeic acid kg™ oil.

4.1.3.3.3. Oxidative stability

The oils’ resistance to rancidity, expressed as the oxidation induction time (h),
was measured by the Rancimat method* using a Rancimat 743 apparatus (Metrohm AG,
Herisau, Switzerland). The oil samples (3 g), subjected to forced oxidation, were heated

to 120 °C and an air flow of 20 L h™! was passed through.

4.1.3.4. Statistical analysis

First, a descriptive analysis was carried out to obtain information on all the
results of the study generated in the Empeltre cultivar in a specific locality: Alcaniz

(Aragon). All parameters were determined in duplicate.

Univariate factorial analysis of variance (three-way ANOVA) was used to
evaluate the effect of clone, crop year and fruit ripeness (expressed as harvest date) on
fruit characteristics, oil content and the oil's physicochemical characteristics. Interactions
among the effects were also examined. To assess the effect of ripening, the six harvest
dates were grouped into two clusters: early harvest (1 October to 10 November) and late
harvest (11 November to 15 December). Duncan's test (P < 0.05) was used to determine
differences between the mean values for clones and crop years, while a t-test for
independent groups was applied to each date cluster. Clones 4 and 7 were not taken into
account in the three-way ANOVA, as for those varieties there was only 1 year of results,
but they were included in the remainder of the statistical analysis. To study the evolution
of OCDW, C18:2, TP and OxStb according to harvest date in each crop year, one-way
ANOVA and post hoc Duncan's test (P < 0.05) were used. Graphs were constructed with

Excel 2010.
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Exploratory principal component analysis (PCA) and Pearson's correlation were
used to examine the relationships between the parameters analysed in olive fruit and
olive oils, and to determine which attributes provided the main contribution to the
differences between groups (by clone, year or harvest date). Statistical analyses were

carried out using IBM SPSS Statistics 24.0 software (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

4.1.4. Results and discussion

4.1.4.1. Descriptive analysis of results

A descriptive analysis of all the results obtained during the 3 years of study is

shown in Table 2.

Table 2. Descriptive statistics on the olive characteristics and oil physicochemical
parameters analysed during the 3 years of the study (n="78).

Parameter Mean SD CV (%) Min Max
RI 3.3 1.3 40.5 0.6 6.1
OCFW (%) 19.2 4.5 23.6 11.4 33.2
M (%) 54.4 7.0 12.9 38.1 63.0
OCDW (%) 419 4.6 11.0 28.6 54.0
FW (g) 239 071 29.79 1.23 4.24
OxStb (h) 13.6 3.5 25.6 6.2 20.4
TP (mg kg caffeic ac.) 388 214 55 85 987
C16:0 (%) 1414  1.18 838 1157 16.99
C18:0 (%) 1.66  0.20 12.05 1.33 2.20
C18:1 (%) 71.04  2.63 371 6542 7574
C18:2 (%) 974 224 23.03 6.66  15.65
C18:3 (%) 0.81 0.07 9.05 0.67 1.01
SFA 16.5 1.1 6.4 14.0 19.0
MUFA 73.0 25 35 67.3 77.6
PUFA 10.6 22 21.2 7.4 16.4
M/P 727  1.69 23.28 4.09 1048

SFA=sum of saturated fatty acids; MUFA=sum of monounsatured fatty acids;
PUFA=poliunsatured fatty acids; M/P=MUFA/PUFA.

In general, the main fatty acids were the parameters with the lowest variability.
The high dispersion of the RI (40.5% coefficient of variation, CV) was due to the broad

range of the degree of ripening (0.6-6.1) attained by the sampled fruits, with a mean
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value of 3.3. High OCDW contents were recorded, with a maximum of 54.0%, which are
similar to those described by other authors?2? during the clonal selection of Empeltre.
Regarding the chemical composition of the oils, specifically the main fatty acids, linoleic
acid (C18:2) was the fatty acid with the highest variability (CV 23.03%). High values of
linoleic acid (6.66-15.65%) in Empeltre were also reported by Gracia.!”* In contrast, oleic
acid (C18:1) showed very low variability (CV 3.71%), with a mean content of 71.04%.
Lower'32% and similar and/or higher contents than these have been reported in the
literature.!>!32! TP presented a very wide concentration range, which produced the
highest dispersion (CV 55%). The maximum value (987 mg kg caffeic acid) was
measured in early autumn harvest, while the minimum (85 mg kg™ caffeic acid) was
measured in late harvest (December), when very low minimum temperatures were
recorded (Table 1), including frost. Although Gracia and Marco? reported higher TP
contents than most studies conducted on Empeltre,21317323 the concentrations
determined in our first samplings in 2017 and 2018 were even higher (Fig. 1). The
harvesting of fruits with very high and very low ripening indices, in marked contrast to
the referenced publications, could be the reason for the wide range of values observed.
A similar phenomenon occurred with oxidative stability (OxStb), although featuring a
lower dispersion (CV 25.6%). A minimum of 6.2 h was recorded for the last samples in
December, and a maximum of 20.4 h at 120 °C. Harvesting the fruit at earlier dates, with
lower ripening indices than those published in other studies for Empeltre
cultivar, 21719323 could be the reason for the higher stability found in this study at the

beginning of fruit ripening.31030
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Figure 1. Evolution of oil content (% d.w.), linolenic acid (%), total polyphenols (mg kg-1 caffeic
acid) and oxidative stability by harvest date for the clones (C-2: clone 2; C-3: clone 3; C-4: clone 4;
C-Std: clone standard; C-6: clone 6; C-7: clone 7) in the 3 crop years studied. Different letters
indicate significant differences by sampling date for each parameter (Duncan's test, P < 0.05).

4.1.4.2. Variability factors in fruit characteristics

Significant effects and their influence on total variability in fruit characteristics

can be seen in Table 3. The three-way ANOVA showed that crop year was the largest

source of variability for OCFW (46.3%), M (64.9%), and FW (70.4%), followed, for the
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first two parameters, by harvest date. The 2017 crop showed the highest fat yield (OCFW
and OCDW) and the lowest M. That year was characterized by an autumn with wider
thermal oscillation, lower minimum temperatures and lower rainfall (Table 1), with
meteorological conditions leading to moisture losses in the fruit.* In addition, average
summer temperatures in 2017 were the lowest of the 3 years, thereby allowing for greater
oil accumulation in the olives.?*3% On the other hand, the FW was significantly higher in

2019. Perhaps this was due to the lower production in that year.%

The harvest date effect was the most pronounced in RI (55.7%), as in previous
studies,®* and the difference between crop years was less important (10.3%). In 2018,
the RI was significantly lower than in other years. Perhaps lower average temperatures
and higher rainfall in October 2018 could have slowed the fruit ripening process* during
that year. On OCDW, harvest date (28.3%) was the most important effect, but other
sources of variation also exerted a significant influence, such as the different behaviour
of clones among different years (15.2%), clone (9.1%) and crop year (9.1%). Similar
results were obtained by de la Rosa et al. in different olives from breeding selections in
which genotype was the third factor explaining variability, after date and crop year.
Navas-Lopez et al.*** indicated that oil accumulation would mainly depend on abiotic
factors; thus, different varieties in the same environment would reach their maximum
oil content simultaneously. Although harvest date was not the main source of variability
for most fruit characteristics, all differences among dates were significant. Fruit
harvested in late autumn showed higher RI as well as higher yields (OCFW and OCDW)
and FW, but lower M, in agreement with other authors.!%?*?54 Figure 1 shows the
evolution of several parameters according to the sampling period for each crop. To
determine the oil yield trend, OCDW was preferred to OCFW to avoid the effect of
climatic conditions on the evolution of oil content during sampling.’® A similar pattern
can be observed in 0il accumulation in each of the 3 years: OCDW increases as autumn
progresses and slows down in the second half of November. Oil accumulation profiles
are one of the criteria used to determine the optimal harvest date.34353 This pattern of

OCDW accumulation was followed by each clone in 2017, although no significant
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differences among dates were observed in the set of clones. Perhaps the cause for this

was the high dispersion of values among clones during that year.

Although the effect of clone was not important in the total variability of oil
content (OCFW and OCDW) and FW, it was significant (Table 3). In contrast, it was not
significant in RI and M. Clone 2 had the highest percentage of OCFW and OCDW, and
clone 6 the lowest, both results similar to these described by Tous et al.?’ in a study
carried out in situ during 1999-2002. This was not the case in the trial in Catalonia,?
where the same clones did not display any differences. The low clone influence on
certain fruit characteristics of the Empeltre cultivar is similar to that found in the

Arbequina clonal selection carried out between 1995 and 1998.%

Table 3. Sum of squares percentages for each source of variation in the analysis of
variance (3-way ANOVA) with significance levelst and comparison of means by clones,
crop years and cluster harvest dates for the fruit characteristics evaluated.

RI OCFW OCDW M FW
Clon (C) 2.1ns 8.4** 9.1* 3.1ns 7.1%
Crop year (Y) 10.3*** 46.3*** 9.1**  64.9%** 70.4***
Harvest date (D) 55.7%** 211 28.3*** 8.2 1.0%
CxY 4.1ns 6.3* 15.2** 2.1ns 10.2%**
CxD 0.0ns 1.1ns 0.0ns 1.0ns 0.0ns
Y xD 1.0ns 0.0ns 1.0ns 1.0ns 1.0ns
CxYxD 1.0ns 0.0ns 1.0ns 1.0ns 0.0ns
Error 25.8 16.8 36.4 18.6 10.2
Clon (C):
2 35 22.5¢ 44 3a 50.1 2.2a
3 3.6 20.2b 43 .4a 53.4 2.6b
6 3.1 18.0a 40.6b 55.7 2.2a
Std 35 19.7b 42.2ab 53.8 2.7b
Crop year (Y):
2017 3.8a 24.0a 44 .2a 45.8a 2.1a
2018 2.9b 17.4b 41.1b 57.8b 2.1a
2019 3.7a 17.8b 42.1b 58.1b 3.5b
Harvest date (D):
1st Oct -10th Nov 24a 17.9a 40.2a 55.6a 2.4a
11t Nov - 15t Dec 4.4b 21.9b 44.9b 51.5b 2.5b

tSignificance levels: *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001. Not significant: ns. Different
letters in means indicate significant differences of 3-way ANOVA (Duncan’s test, P <
0.05) for each parameter. Absence of letters: no significant differences between means
were found.
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4.1.4.3. Variability factors in the chemical composition and oxidative stability of olive

oils

Table 4 shows the variation in fatty acid composition, polyphenol content and
oxidative stability in the olive oils. The variability observed in the main fatty acids,
except for C18:3 and SFA, is mainly due to the crop year, followed by the clone x year
interaction. This interaction, important for palmitic (C16:0) (21.4%) and oleic acid (C18:1)
(21.6%), is due to interannual oscillations in the acidic composition in some clones.*
Further significant interactions were observed, although their effects were not as
pronounced. Crop year was also the main effect on TP variation (40.7%), followed by
harvest date (19.8%). Olive oils obtained from fruit harvested in 2017 displayed the
highest TP (590 mg kg1 caffeic acid) and C18:2 (11.96%), but the lowest C16:0 (13.53%).
M/P ratio was the lowest of the three crops (5.58). The highest percentage of C18:1
(72.72%) and the lowest of C18:2 (8.10%) were obtained in olive oils from 2018, in which
the highest M/P was likewise observed (8.38). Finally, the composition of olive oils from
2019 significantly displayed the lowest TP (232 mg kg™ caffeic acid) and C18:1 (68.84%),
as well as the highest C16:0 (15.22%) and C18:3 (0.86%) contents. The maximum and
minimum temperature effect (Table 1) observed on C18:1 during the 3 years under study
is in line with several other authors.®®## The high maximum and minimum
temperatures recorded in 2019 (especially in summer when the fruit was developing)
negatively affected the C18:1 content. On the other hand, lower temperature amplitudes
in 2018 increased the relative percentage of C18:1. No relation was found between the
effects of rainfall and temperature on acidic composition as described by Beltran et al.?*
Fruit moisture in 2019 was much higher than in 2017 (Table 3). This could be the reason
for the lower TP content in 2019 compared to 2017, which was the highest. Several
hypotheses have been advanced regarding the influence of fruit water content on oil
phenol content during crushing and malaxation of the pulp.’$454 The 2019 crop year
displayed the lowest OxStb and the lowest polyphenol content, and those compounds
are directly correlated with stability.?*444” In contrast, the OxStb in 2017 was not different

from 2018 despite the differing amounts of TP in the oil. Perhaps the high C18:2 value in
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the 2017 oils could have compensated for the effect of polyphenols on OxStd'”#” in that

year.

Harvest date exerted a greater or lesser influence than clone type, depending on
the fatty acid under study. Its influence was not significant in the case of C18:1 and M/P,
but it was the main effect on the variability of linoleic acid (C18:3) (37.1%) and SFA
(23.5%), in contrast to the effect observed by other authors*# on other varieties. The
results of Deiana et al.* disagreed with those of other authors, although they were
comparing the same varieties, and that author indicated different pedoclimatic
conditions as the cause. Harvest date was also the main factor of variability of OxStab
(30.5%) compared to crop year (21.1%). Differing behaviour of clones according to crop
year (C x Y) was the third source of variability for OxStab as well as for TP content. This
influence can be observed in Fig. 1, where TP and OxStab parameters decreased as
harvest progressed in the 2017 and 2018 crop years, but not in 2019. The absence of
significant differences in TP and OxStb between the harvest dates during 2019 may be
due to the high dispersion observed among clones for each sampled point. On the other
hand, the olive oils obtained from less ripe olives had the highest OxStb (15.5 h), i.e.,
higher values than those described by Tous et al.’” in Empeltre, compared to those from
riper olives (11.5 h). Throughout the period sampled, from 1 October to 15 December,
only C18:1 maintained a constant mean content, as did its indices (MUFA and M/P), as
indicated by the lack of influence of harvest date on its variability. The remainder of the
analysed chemical compounds decreased as the harvest date progressed (such as
TP31384046 and C16:0, C18:0 and C18:3), or increased (such as C18:2). Different patterns of
fatty acid evolution have been described in different cultivars throughout the ripening
period*2314046 go that the ripening effect is not completely clear. For example, the
evolution of C18:2 (Fig. 1) was different in 2018, when no difference among harvest dates
was observed, compared to 2017 and 2019, where there was an increase in tandem with

ripening.
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4.1.4.4. Olive oil differentiation

Exploratory PCA showed that 86.8% of the total variability can be explained by
the first three components. The first component (43.04% of variance) was positively
related to RI, oil content, C18:2 and PUFA, but negatively related to M, C18:1, M/P and
MUFA. C16:0 and C18:3 fatty acids were the main chemical compounds that correlated
positively with the second component, explaining 24.9% of its variability. The third
component (18.8%) was explained by the parameters TP and OxStab, both correlating
positively. Figure 2A shows the biplot of the first and third principal component scores,

to better visualize the relationships between TP and OxStab with the samples.

RI correlated significantly and positively with oil content (OCDW, r = 0.812;
OCFW, r = 0.769) and with C18:2 (r = 0.606), but negatively with OxStab (r = -0.659).
Other authors did not find such a correlation.?> OCDW showed significant correlation
with M (r =—0.918) as ripening progressed (as expected), as well as with C18:2 (r = 0.744).
FW did not correlate with oil content as indicated by certain authors,'**% nor with any
other parameter. As expected, C18:1 and C18:2 correlated negatively (r =—0.875) in
agreement with the literature,?* although no correlation was found between C16:0 and
C18:1. Finally, OxStab correlated negatively with R, as already indicated, and positively
with TP (r = 0.733), but not with M/P, as certain other authors have found.¥ The
correlation between stability and polyphenols has been described in many previous

Studies.17’19’31’47

No differentiation between olive oils from the different clones was observed (Fig.
2B.1) as there was overlap among them due to variability associated with the crop year
and date of harvest. On the other hand, crop year (Fig. 2B.2) and harvest date (Fig. 2B.3)
did differentiate among the olive oils. In Fig. 2B.2, PC 1 shows olive oils from 2018 on
the left due to higher C18:1, M/P ratio and OxStab. PC 3 differentiates the 2017 oils from
the 2019 oils by their higher TP content and OxStab, placing the former in the upper
zone. Biplot 2.B.3 shows the separation of early-harvested oils from the rest, as they are

located in the upper part of PC 3, the area of oils with greater stability and high
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polyphenol content. On the other hand, fruit harvested in early autumn tends to contain

less OCDW than fruit harvested in the second half of November or December.
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Figure 2. PCA biplots of correlated loadings (A) and scores for the dataset labelled with respect
to clone (B.1), crop year (B.2) and harvest date (B.3).

4.1.5. Conclusions

The oil content of the fruit of Empeltre clones depends on the crop year and the
date of harvest. In olive oils, our results show that fatty acids such as oleic and linoleic
acid, along with polyphenol content, are principally affected by the crop year and
secondly by the harvest date. The opposite occurs in the case of oxidative stability. In
this sense, a substantial and positive effect of early harvesting on oil quality parameters

can be observed in that it increases oil stability and phenolic content.

Selection of the clone in this study, grown under the same conditions allowed to

observe the evolution of the fruit's oil content, mainly its oleic acid, although this is
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always subject to a joint effect with the crop year. Therefore, it is the factor with the least

influence on the physicochemical parameters of the fruit and oil in the Empeltre cultivar.

Knowing the influence of these factors (clone, season and harvest date) on the
Empeltre olive variety allows us to select the most suitable conditions for obtaining
better quality olive oils, particularly regarding the harvest date, which is commercially

relevant.
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4.2.1. Abstract

Sterol composition is used as a “fingerprint” to demonstrate the authenticity of olive oils.
Our study’s objective was to exhaustively characterize the sterol composition of
Empeltre olive oils from clonal selection during the ripening period in 2017, 2018, and
2019. We likewise assessed the influence of crop year, fruit ripening, and clonal selection
on the oils” regulatory compliance in terms of sterol composition. Empeltre olive oils
were shown to have medium-range f-sitosterol and A5-avenasterol content, along with
elevated amounts of campesterol and A7-stigmastenol. A total of 26% and 12% of the
samples were non-compliant in terms of apparent f-sitosterol and A7-stigmastenol,
respectively. Crop year was the most influential factor in the case of most sterols. Clone
type was the least influential factor, except in the case of campesterol. Olive maturity
was only significant for A7-sterols. We likewise applied a discriminant analysis, with

“crop year” as the grouping variable: 94.9% of the oils were thereby classified correctly.

Keywords: olive oil; Empeltre clone; crop year; harvest date; sterol composition;

authenticity
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4.2.2. Introduction

Extra virgin olive oil (EVOO) is one of the edible vegetable oils most widely
consumed in Mediterranean countries due to its health benefits [1,2] and its renowned
organoleptic characteristics. These properties are due to the chemical composition of
olive oil, of which the glyceric fraction is the majority (98-98.5%). The rest, or minority
fraction, is constituted, among other components, of sterols, polyphenols, tocopherols,

and pigments. These compounds provide the unique nature of olive oil.

Pre- and post-harvest factors [3,4] affect olive oil quality and chemical
composition. Studies have been described concerning the variation in the composition

of sterols [5], fatty acids [6], polyphenols [7], alcohols [8], or waxes [9].

Countries that are not traditional olive oil consumers, such as the US or Brazil,
have considerably increased their level of consumption over the last ten years [10].
Consequently, EVOQ is the oil that achieves the highest price on the markets and is thus
highly susceptible to certain fraudulent activities that endanger its authenticity.
Deliberate mislabeling or adulteration through illegal blending with other oils or fats of
lower economic value are the most common practices [11]. To safeguard olive oils, a
series of regulations have been developed that regulate the physicochemical and
organoleptic characteristics of olive oils according to their commercial category, and
these regulations must be respected according to the country in which the oils are
marketed. Among the most important regulations, Regulation (ECC) No 2568/91 is
mandatory in the European Union [12] under sanction, but the international standards
of the International Olive Oil Council (IOC) [13] and Codex [14] are not. The cultivation
of olive trees in countries with climates quite different from the Mediterranean area has
led to the appearance of commercial regulations in such nations as well [15,16]. Those
standards generally take natural variations in the ranges of certain chemical compounds,

such as sterols, into account.

The total concentration and composition of sterols in vegetable oils depend on

the type of fruit or oilseed; they also differ from animal fats [17]. Sterols (4-
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desmethylsterols) are the main chemical compounds naturally present in the
unsaponifiable fraction of olive oil. The sterol profile is used as a “fingerprint” to verify
the authenticity of olive oil and is considered a purity parameter, according to
commercial standards [12-15]. Non-compliance with a single limit value specified in the
standards presumably indicates illegal blending with oils other than olive oil. Testing
for non-compliance is a mode of protecting olive oil authenticity. However, numerous
cases have been reported where genuine single-varietal olive oils naturally exceeded
these limits; as a consequence, their economic value has decreased. In Spain, for example,
certain olive oils from cultivars such as Cornicabra and Empeltre exceed the limits [12]
for campesterol [18-20] and A7-stigmastenol [21-24] (4.0% and 0.5%, respectively).
Similar non-compliances have likewise been described in single-varietal oils from non-
Mediterranean countries, such as Argentina [16], Australia [25,26], the United States [27],

and Iran [28].

Natural variations in sterol composition influenced by genetics [29-33],
environment (soil, location, climate, water) [19,25,27,28,30,34-36], fruit ripening stage
[18,25,31,32,37,38], or technological factors [19,26] have been described. Such variations
could at least partially explain the deviations of certain genuine olive oils from

established regulatory limits.

Empeltre [21,39] is a traditional olive cultivar located in NE Spain, with an area
of 70,000 ha [39]. This cultivar is widely grown in the region of Aragon and protected
under a total of six Protected Designations of Origin (PDO), two of which are in Aragon.
In 1998-2002, a clonal pre-selection [23,24] was carried out with the purpose of
genetically improving this cultivar, taking into account, among other parameters, the
sterol composition of the oils obtained from it, especially its A7-stigmastenol content.
The selected clones were subsequently planted in two comparative trials, one of which

was conducted in Aragon [40].

The aim of the present study is exhaustively characterize the sterol composition

of Empeltre olive oil from Aragon clonal selection to evaluate the influence of
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environmental, fruit ripening, and clonal selection factors, and to ascertain the

regulatory compliance of total and individual sterol amounts.

4.2.3. Materials and Methods

4.2.3.1. Plant Material and Fruit Samples

Empeltre [23,41] is a variety with low rooting capacity. For this reason, it is
normally propagated by grafting. This cultivar has a high and constant production every
year. The fruit is black when ripe, medium-sized, elongated, and slightly asymmetrical.

The fruits are early ripening.

Eight Empeltre clones of olive trees, grown in an experimental orchard of Centro
Transferencia Agroalimentaria in Alcafiz in the province of Teruel (NE Spain; altitude
295 m; longitude 41°03" N; latitude 0°08" W), were selected based on region of origin
(Aragon). Our study was carried out over three consecutive seasons: 2017, 2018, and
2019. All olive trees were cultivated under identical agronomic and pedoclimatic
conditions. The clonal selection was planted in 2004 at a 6 x 5 m spacing in clay loam soil
with a drip irrigation system according to evapotranspiration. Standard cultivation
practices were followed, so olive trees were well supervised and showed no nutrient

deficiency or pest damage.

The Alcafiz region has a cold, semi-arid climate (“BSk” type) according to the
Koppen-Geiger climate classification [42], featuring irregular, scarce precipitation
combined with wide absolute thermal amplitude owing to extreme temperatures in
winter and summer. Figure 1 shows the weather data registered for the three years of

study.
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Figure 1. Mean values of temperature and rainfall registered in Alcafiz (Teruel) during three
consecutive crop seasons (2017, 2018, and 2019). J: January; F: February; M: March; A: April; M:
May; J: June; J: July; A: August; S: September; O: October; N: November; D: December.

The clones we studied (3 trees per clone), numbered 1 to 8, came from a clonal
pre-selection [23]. The clone identified in this study as “Std” corresponds to a group of
clones comprising Nos. 1, 5, and 8§, as a previous study observed no differences among

them [40].

The olive fruits were hand-harvested at fortnightly intervals from October to
December and were processed in the laboratory on the same day. The ripening index
(RI) was determined according to the method described by Hermoso et al. [43] based on

the color changes observed in the olives’” skin and pulp.

4.2.3.2. Olive Oil Extraction

Olive samples (4 kg) were processed, and their oil extracted using the two-phase
Abencor® laboratory oil mill (MC2, Ingenieria y Sistemas, S.L., Sevilla, Spain) [44]. The
fruits were milled by a 3-mm-sieve stainless hammer mill, and the olive paste was
malaxed for 30 min at 30 °C. The olive oils were then separated by centrifugation at 3500

rpm for one minute and further decanting. Finally, oils were filtered and the samples
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were stored in 125 mL amber glass bottles under a nitrogen atmosphere at —20 °C until

analysis.

4.2.3.3. Determination of Physicochemical Quality Parameters

Free acidity, peroxide value, and ultraviolet (UV) absorption characteristics (K23,
K27, AK) were determined according to methods described in Annexes II, III, and IX,

respectively, of the consolidated European Regulation EEC No 2568/91 [11].

4.2.3.4. Determination of Sterol Composition

Sterol composition was determined according to the method described in Annex
V of the consolidated European Regulation EEC No 2568/91 [11]. Sterol derivatives
(trimethylsilyl ethers) were analyzed by an Agilent gas chromatograph (6890, Agilent,
Santa Clara, CA, USA) equipped with a split/splitless injector (injection volume: 1 pL;
split ratio: 1:50; 285 °C) and a flame-ionization detector (FID) (300 °C). Individual sterols
were separated by a CP-Sil 8 CB capillary column (25 m length x 0.25 mm inner diameter
x 0.25 pm film thickness) (Supelco, Bellefonte, PA, USA), and helium was used as a

carrier gas (flow: 1 mL/min). The oven temperature was isothermal at 265 °C.

Individual peaks were identified by comparing the retention times of sterols with
those of the standard samples. A-cholestanol was used as the internal standard for the
quantification of individual sterols expressed as a relative percentage. The total sum of
sterols was expressed as mg/kg. Apparent f-sitosterol was calculated as the sum of 8-

sitosterol, A5-avenasterol, clerosterol, sitostanol, and A5,24-stigmastadienol.

4.2.3.5. Statistical Analysis

We characterized the Empeltre clonal selection oils by descriptive analysis of all
results obtained during the three years of study (78 samples). The effects of crop year,
clone, and fruit maturity on individual and total sterol content were evaluated using
univariate factorial analysis of variance (three-way ANOVA; p < 0.05). Clones 4 and 7
were excluded from three-way ANOVA analysis due to insufficient data. Results were

grouped into three different ripening stages (green, spotted, and ripe) to evaluate the
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ripening effect. One-way ANOVA and a post hoc Duncan’s test (p < 0.05) were used to
determine the influence of different harvest dates on sterol composition for each crop
year. A study of relationships among individual sterols was carried out using Pearson’s

correlation.

Finally, we conducted a multivariate analysis to study the discriminatory
capacity regarding the sterol composition of Empeltre olive oils in the clonal selection of
the study. For this purpose, we performed a canonical discriminant analysis (DA), which
uses canonical correlation and principal component analysis techniques. To choose the
most discriminating independent variables, we applied the step-wise method using
Wilks” lambda and its chi-square approximation as the exclusion method, along with the

Snedecor’s F statistic as the selection criterion.

Statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics 24.0 software (IBM
Corp., Armonk, NY, USA). Graphs were constructed with Excel 2016 (Microsoft Corp.,
Redmond, Washington, USA).

4.2.4. Results and Discussion

4.2.4.1. Sterol Composition and Regulatory Compliance of Empeltre Olive Oils

Table 1 shows the average results of the physicochemical quality parameters and
the relative sterol composition, as well the total sterol content of the featured Empeltre
olive oils. The 78 olive oil samples analyzed in the course of the 2017, 2018, and 2019 crop
years were classified as extra virgin olive oils (EVOO) based on their physicochemical
quality (acidity < 0.8% oleic acid; peroxide value < 20 meq Oz/kg; K2 < 0.22; K23:< 2.50)
according to the different regulations [12-14]. The low acidity levels we observed

indicate that these olive oils came from healthy fruit.
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Table 1. Descriptive statistic of physicochemical quality parameters and sterol
composition during three crop years (2017, 2018, and 2019) (n = 78).

Percentiles

Parameter Mean + sd Range 25 %0 75 90
free acidity (% oleic acid) 0.16 £0.04 0.07-0.26 0.13 0.15 0.18 0.13
peroxides value (meq Oz/kg) 6.3+27 2.2-14.5 4.28 5.45 8.03 4.28
Ka7o 0.11 +0.02 0.07-0.17 0.10 0.11 0.12 0.10

Kas2 1.67 £0.17 1.38-2.08 1.55 1.64 1.79 1.55
cholesterol2 0.08 +0.02 0.05-0.15 0.07 0.08 0.10 0.11

brassicasterol» nd nd nd nd nd nd
24-methylene-cholesterol 0.07 +0.04 0.01-0.22 0.05 0.06 0.09 0.12
campesterol? 3.16 £ 0.21 2.77-3.59 2.98 3.17 3.31 3.45
campestanol 0.38 +0.05 0.30-0.57 0.34 0.37 0.42 0.45
stigmasterol? 1.34 +0.81 0.45-3.05 0.68 0.90 2.14 2.58
clerosterol 1.02+0.13 0.49-1.45 0.95 1.00 1.07 1.17
[-sitosterol 85.58 + 1.54 81.87-89.36  84.70 85.63 86.39 87.66
sitostanol 047 +0.12 0.30-0.85 0.38 0.44 0.56 0.65
A5-avenasterol 5.62 +1.32 2.74-8.37 4.74 5.80 6.45 7.37
A5,24-stigmastadienol 0.82+0.20 0.47-1.29 0.66 0.78 1.00 1.12
A7-stigmastenol® 0.46 +0.10 0.23-0.76 0.40 0.45 0.51 0.60
A7-avenasterol 0.95+0.22 0.47-1.47 0.79 0.96 1.09 1.25
app. [3-sitosterol® 93.52 +0.72 92.04-94.54 9286 93.79 9413 94.26
total sterols? 1490 + 204 1158-1943 1312 1452 1696 1792

“Limits established by the current EU/IOC/CODEX regulatory for OOV: total sterols > 1000 mg/kg;

cholesterol < 0.5 %; brassicasterol < 0.1 %; campesterol < 4.0 %; stigmasterol < campesterol; A7-stigmastenol
< 0.5 %; app. p-sitosterol > 93.0 %. Values in bold: non-compliant. Not detected = nd. App. B-sitosterol =
clerosterol + [3-sitosterol + sitostanol + A5-avenasterol + A5,24-stigmastadienol.

In all cases, the total sterol content lay above the minimum limit (1000 mg/kg)
established for virgin olive oils (VOO) [12-14], resulting in a mean value of 1490 mg/kg
within a range of 1158 to 1943 mg/kg. As expected, the average individual sterol profile
obtained in the olive oil from selected Empeltre clones was: -sitosterol as the main sterol
(85.58 £1.54%), followed by minor contents of A5-avenasterol (5.62 +1.32%), campesterol
(3.16 £0.21%), and stigmasterol (1.34 + 0.81%). The latter sterol displayed a high standard
deviation, due to wide variation among the crop years in this study. These results were
similar to those which have previously been reported on the Empeltre cultivar
[16,22,23,25] and on other Spanish [20,32], Italian [31], Tunisian [35,45], and Algerian [46]
cultivars. The percentages of these four sterols enable us to differentiate Empeltre olive
oil as a monovarietal oil featuring medium-range contents of f-sitosterol and A5-

avenasterol, but high levels of campesterol and stigmasterol, according to the
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classification elaborated by Kycyk et al. [33] on the basis of 43 monovarietal oils from the

Cordoba Germplasm Bank.

Lower quantities of cholesterol, 24-methylene-cholesterol, campestanol,
clerosterol, sitostanol, A5,24-stigmastadienol, A7-stigmastenol, and A7-avenasterol were
found in all samples. On the other hand, brassicasterol, a sterol marker for olive oil
adulteration with Brassicaceae oils (e.g., rapeseed, canola), was not detected in any of
the samples. Other sterols, such as A7-campestanol (present in sunflower oil) and A5,23-
stigmastadienol (present in refined olive oils due to the refining process) were found in

trace amounts in some of the samples (data not shown).

Regarding compliance with the limits established by European [12] and
international regulations [13,14] regarding relative sterol composition, not all samples
satisfied the requirements to be considered as genuine virgin olive oils (values in bold
type in Table 1). The mean percentage of apparent -sitosterol (93.52 + 0.72%) was above
the legal limit [12-14] (293%): the range of values obtained for this parameter (92.04-
94.54%) showed that 26% of all samples analyzed during the three study crop years were
non-compliant virgin olive oils. This non-compliance could suggest the presence of seed
oils. Kygcyk et al. [33] reported that 23% of the monovarietal oils they analyzed had
apparent S-sitosterol below 93%. Similarly, Rivera del Alamo et al. [20] described a non-
compliance of 15-20% of the commercial Cornicabra virgin olive oils (334 samples) they
analyzed during five consecutive crop years. Other authors [28,46,47] have also
described monovarietal virgin olive oils from different countries that do not fulfill

legislative limits for this parameter.

The mean percentage of A7-stigmastenol obtained from the 78 samples of virgin
olive oils analyzed in our study was remarkably high (0.46 + 0.10%), featuring a wide
range of values (0.23-0.76%). A total of 12% of the samples had A7-stigmastenol values
showing above the established 0.5% limit [12-14]. Elevated A7-stigmastenol values in
Empeltre oils had also been observed in studies conducted over the period of 1998 to
2022 [23,24]. Garcia [21,22] has suggested that high A7-stigmastenol contents in Empeltre

olive oils are a varietal peculiarity. Similar arguments have been propounded by
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Salvador et al. [18] and Rivera et al. [20] regarding the high campesterol content observed
in the Spanish Cornicabra cultivar. High A7-stigmastenol content in other monovarietal
oils has been described in Argentinian [16], Tunisian [45,46], and Palestinian [48] olive
oils. Elevated A7-stigmastenol values (%) have likewise been observed in Compositae

oils (e.g., sunflower, safflower).

The other sterols all complied with the limits specified in standard regulations

for virgin olive oils [12-14].

4.2.4.2. Factors Exerting an Influence on Sterol Composition

The effects of clone type, crop year, and fruit maturity on sterol content and
composition are shown in Table 2. Results of three-way ANOVA demonstrated that crop
year was the variable under study which most significantly affected [19,49] the majority
of the sterols we analyzed, along with total sterol content. Moreover, its effect was
statistically significant for all evaluated parameters. Ripening also significantly
modulated sterol composition [18,26,28,31,47,49]. Its impact, however, was much less
pronounced than that of crop year, except in the case of sitostanol. In contrast, the degree
of fruit ripeness was neither significant for A7-sterols such as A7-stigmastenol and A7-
avenasterol, nor for clerosterol. Few sterols showed significant differences according to
clone. Among them, campesterol and A7-stigmastenol were the ones most affected by
clone type, and the latter was the factor which exerted the main effect on those sterols.
Interactions among two effects (crop year x clone, crop year x fruit maturity, or clone x
fruit maturity) showed significant differences for some parameters, but were less notable
than independent effects, except for the influence of ripening factor on A7-stigmastenol
and A7-avenasterol. The ripening effect was exclusively significant on A7-stigmastenol

when interacting with crop year (p <0.001) or clone type (p <0.01).
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Table 2. Analysis of variance (F-values) by 3-way ANOVA of sterol composition in three
crop years (Y) (2017, 2018, and 2019) on four Empeltre clones (C) (2, 3, 6, and Std) and in
three fruit maturity stages (M) (green, spotted, and ripe).

Parameter Crop Year (Y) Clone (C) Fruit z\/ll\;turlty YxC YxM CxM YxCxM
cholesterol 34.8 *** 0.8 6.3 ** 3.0*% 1.4 1.4 2.1
24-methylene- 26.5 46 199**  29* 09 13 12
cholesterol
campesterol ¢ 11.2 ##* 41.8 13.9 *** 73** 35* 32%* 1.1
campestanol 6.2 ** 4.3 % 4.7*% 2.6* 0.7 1.3 0.8
stigmasterol ¢ 37.8 *** 0.5 8.3 *** 0.2 2.7 0.4 0.3
clerosterol 8.1 *** 1.8 0.9 1.7 1.6 1.7 23*
[3-sitosterol 14.3 *** 22 8.6 *** 1.4 0.9 0.5 0.5
sitostanol 5.7 ** 2 25.7 *** 2.2 0.3 0.1 0.3
Ab5-avenasterol 24.9 *** 21 7.6 %% 1.3 1.9 0.2 0.7
A5,24-stigmastadienol =~ 72.8 *** 8.2 % 3.5% 3.8* 4.8 2 1.2
A7-stigmastenol ¢ 15.1 *** 20.4 *** 1.8 3.5% g 3.8%* 0.9
A7-avenasterol 31.8 *** 17 *** 3 3.1% 6.8 1.8 0.8
app. [-sitosterol ¢ 27.6 ¥ 1.1 7.4%* 0.4 1 0.6 0.5
p-sitosterol/AS- 7.6% 13 3.8* 05 07 01 0.4
avenasterol
total sterols ¢ 54.8 *** 5.9 ** 13.3 *** 42* 13 1.0 2.0

Significance levels: *, p <0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001. Absence of *: no significant differences. “Parameters
regulated by EU regulation and IOC/CODEX standards. Interactions: between crop year and clone (Y x C),
between crop year and fruit maturity (Y x M), between clone and fruit maturity (C x M), between crop year,
clone, and fruit maturity (Y x C x M).

4.2.4.3. Changes in Sterol Composition According to Degree of Olive Ripeness

As shown in Table 2, total sterol concentration displayed significant differences
according to the olives’ degree of ripeness. In the three crop years studied, no consistent
pattern was observed in the evolution of sterol content (Tables 3-7), as similarly
observed by Salvador et al. [18] in studies on Cornicabra oils over four consecutive
seasons. An evident increase in the concentration of olive oil sterols as the fruit matured
(higher than 20%) occurred in 2019. In contrast, most clones showed similar contents in
December 2018 compared to the beginning of the sampling, although with some
oscillations during the sampling period, except for Clone 2, in which sterols increased
by 12%. In 2017, a significant increase in sterols (37%) was observed in December
compared to October in olive oils from the “Std” clone, but such variation was minimal
or non-existent in the other clones. Other authors have observed a decrease in sterol

content [6,32,38] and have explained it as a dilution effect of increasing oil content during
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fruit ripening [38]. The evolution of sterols directly in the olive pulp [50] has been less
studied, but increases in sterol concentration have indeed been observed in the pulp as
ripening progresses. Inés et al. [51] suggested that the increase they observed in sterol
biosynthesis in early fruits was because the rates of mitosis and membrane formation
were at maximum levels. The complexity of the enzymatic pathways involved in sterol
biosynthesis [52,53] and the participation of sterols in the biosynthesis of other
compounds [37,54], as well as abiotic stress effects on olives (a less studied factor) [53,55],
generate a wide range of variability in sterol concentration throughout ripening.
Navas-Lopez et al. [30] observed that cultivar type was the main contributor to total
variability in sterols. Their study involved seven cultivars grown in five different
environments. However, hardly any references have been published [56] regarding the
trends of total and individual sterol content during the olive ripening process specifically
in the Empeltre cultivar. The dynamics of biosynthesis in the fruit and the accumulation
of sterols in Empeltre olive oil could differ from those hitherto described in other

cultivars [56].
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In terms of sterol composition, most of the sterols we analyzed presented significant
differences according to olive maturity. The evolution of each individual sterol was highly
variable (Tables 3-7), but coincided with the most widely observed patterns collected and
discussed by Luki¢ et al. [56] in several monovarietal oils. In general, in our study, the net
change in relative f-sitosterol content was slightly negative at the end of the sampling period
(December). During the initial sampling period (October and early November), initial -
sitosterol content decreased and stabilized until mid-December, the last sampling date. In
the 2019 harvest, this behavior differed in “Std” and Clone 6, as f-sitosterol relative levels
increased in those two clone types in December. The changes we observed in the -sitosterol
pattern during ripening suggest a modification of the biosynthesis of this sterol or of oil
accumulation in the fruit, as its stabilization coincides with the end of the lipogenesis period
[56]. Meanwhile, A5-avenasterol showed a trend that was inverse to -sitosterol, as indicated
by the strong negative correlation obtained among those two sterols (r = -0.902, p < 0.01),
likewise observed in other monovarietal oils from several countries [6,32,57,58]. In our study,
Ab-avenasterol increased by 30% on average during the sampling period, but its evolution
was different in 2019, as occurred with g-sitosterol. During that year, a decrease in initial A5-
avenasterol content was predominant, especially in the oils coming from Clone 6. In line with
this, Gutiérrez et al. [38] have already hypothesized that the enzymatic activity that regulates
the S-sitosterol/A5-avenasterol ratio was the cause of the high correlation they observed in
their study. Indeed, A5-avenasterol is the precursor in the biosynthesis of -sitosterol [52,59].
Several other authors [26,60] indicate that the -sitosterol/A5-avenasterol ratio can decrease
as fruit ripening progresses due to the decrease in the proportion of oil to stone, which is rich
in B-sitosterol, but poor in A5-avenasterol. Fernandez-Cuesta et al. [50] have ruled out the
latter hypothesis by observing significant changes in both sterols directly in the pulp as the
fruit ripened, thereby confirming that the activity of the enzymes involved in the
biosynthesis of both sterols was responsible for the differences in their contents. This
hypothesis would explain the high negative correlation we found between the two
compounds. Other studies have found no significant differences between oils obtained from

whole fruit versus oils obtained exclusively from olive pulp [26,60]. Figure 2A shows the
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evolution of the p-sitosterol/A5-avenasterol ratio in the olive oils obtained in our

investigation over the three years of study.
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Figure 2. Evolution of the ratio of -sitosterol/A5-avenasterol (A) and stigmasterol (B) by clone (C-2,
C-3, C-4, C-6, C-7 and C-5td) throughout sampling in the 2017, 2018, and 2019 crop years. Harvest
dates: 1 (1-4 October), 2 (16-18 October), 3 (28 October—7 November), 4 (11-22 November), 5 (25-29
November) and 6 (11-13 December).

Relative campesterol content decreased slightly during sampling [47,61] (Tables 3-7).
Although this was the prevalent trend, a relative uniformity was likewise observed
[29,38,61], especially in the 2018 crop year. As for stigmasterol, most of the studies reported
in the review by Lukic et al. [56] describe an increase in its content, especially in the later

stages of ripening, although that increase is not significant (as opposed to our results).
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However, the study of the effect of ripening on stigmasterol content presented difficulties in
our trial. This sterol’s increase varied considerably, depending on the crop year (Figure 2B),
which caused a high dispersion in our set of results. The highest average increases observed
during the overall sampling period were in 2018 (72%) and 2019 (31%). Intense increases in
late October-early November were observed during 2018 and 2019, after which they
stabilized or slightly decreased in December. The increase in stigmasterol was so pronounced
in mid-autumn 2018 that it implied regulatory non-compliance for the parameter for
apparent -sitosterol [12-14] throughout that sampling period (values in bold in Tables 3-7).
The corresponding increment was lower in the crop year 2017 (22%). The possible relation
we observed between stigmasterol and apparent -sitosterol was confirmed by their high
negative correlation (r = -0.975; p < 0.01). This association has previously been reported in
Empeltre [21] and other cultivars [29,33,35]. In contrast, there was no significant correlation
with f-sitosterol, although it is the precursor in the biosynthesis of stigmasterol [52,59].
Certain authors have related the stigmasterol content in olive oil with fruit quality and
therefore, with olive oil quality, confirming a positive correlation between high acidity and
the amount of stigmasterol [21,62]. No such relationship was found in our investigation, as
the olive oils we studied had very low acidity (Table 1), which indicated satisfactory olive

health.

No correlation was observed between fruit ripening and the parameter for apparent

B-sitosterol.

The effect of ripeness on the relative amounts of minority sterols was varied.
Cholesterol remained relatively constant, but 24-methylene-cholesterol, an intermediate
metabolite in the synthesis of campesterol, increased significantly. Other minority sterols,
such as A7-stigmastenol and A7-avenasterol, were not affected by fruit ripening (Table 2),
but showed significant differences in terms of crop year x maturity interaction. Those two
A7-sterols, which correlated positively with each other [37] (r = 0.793, p < 0.01), displayed
parallel trends throughout ripening, according to the year under study (upward in 2017,
downward in 2018, and relatively constant in 2019). Sitostanol, one of the main stanols in

olive oil (a hydrogenated form of pg-sitosterol, its precursor), decreased drastically
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throughout the sampling. This sterol was the only one which correlated significantly with
the ripening index (r =—-0.866; p <0.01). Sakoubhi et al. [37] ascribed the decrease in the stanols
sitostanol and campestanol to their conversion into brassinosteroids, i.e., steroid hormones

that regulate plant growth and development.

4.2.4.4. Changes in Sterol Composition by Crop Year Effect

Although our study did not directly address environmental factors, such as
temperature, solar radiation (UV), precipitation, or humidity, these, among other aspects,
could have been responsible for the significant interannual differences observed in sterol
composition. Recent studies reported by Du et al. [53] indicate that enzymes involved in the
sterol biosynthesis pathway are key in plant responses to abiotic stress. Drought is the most
persistent and therefore, the most studied abiotic stress in olives, although high temperatures
and UV-B radiation activate adaptive mechanisms that are not well known [55]. Such
environmental factors have been scarcely addressed directly in relation to the modulation of
sterol composition in olive fruit, and thus also in olive oil, although their influence has been
demonstrated [26,55]. Many further studies have evidenced the effect of the environment in
trials conducted at geographical locations with different climatic characteristics

[24,27,28,34,35,48].

The oils from crop year 2017 had the highest sterol concentration and the highest
relative contents of A7-stigmastenol and A7-avenasterol, but the lowest contents of
stigmasterol. The 2017 autumn harvest was characterized by extreme drought (16 mm of
autumn rainfall only), combined with the widest thermal oscillation and the lowest
minimum temperatures (Figure 1): all these factors caused a substantial loss of moisture in
the fruit [63]. In contrast, the autumn of 2018 was extremely rainy (10 times more rainfall
than in autumn 2017) and had the narrowest thermal oscillation. Immediately after the high
precipitation period in October 2018, olive oils had the highest stigmasterol amounts, but
lower percentages of A5-avenasterol and apparent S-sitosterol (resulting in non-compliant
samples; values in bold in Tables 3-7). Among the three crop years we studied, this
circumstance only occurred in 2018. The lowest relative amounts of fS-sitosterol, but the

highest of A5-avenasterol, were observed in the 2019 season. Summer and autumn of 2019
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had higher average and maximum temperatures, although these differences were not

pronounced compared to the conditions in 2018.

In line with these results, several authors have likewise described an increase in
stigmasterol associated with greater water availability in Empeltre [24] and other cultivars
[64,65]; however, Guillaume et al. [26] described lower stigmasterol and apparent f3-sitosterol
in association with higher levels of irrigation in Australian oils. On the other hand, higher
contents of A7-stigmastenol and total sterols have been described in regions or seasons with
low rainfall, or even in studies featuring irrigation deficit in Empeltre [21] and other cultivars
[26,27,64], in line with our results. Figure 3 clearly shows the influence of crop year on
compliance with the regulatory limit for A7-stigmastenol (0.5%). A variation in sterol content
associated with water treatments is not evident; a significant decrease in sterol concentration
has been described [64,65], but inconsistency can also be noted in results [66] stemming from
irrigated cultivars. The direct influence of temperature on sterol composition in olive fruit
and olive oils has been less studied. Hamze et al. [36] conducted temperature-controlled
experiments using open chambers. Their experiments reported an increase in sterol
concentration caused by a moderate increment in air temperature (3—4 °C), in contrast with
our study. That increment also induced an increase in stigmasterol, whereas apparent f-
sitosterol and A5-avenasterol decreased. Those results are in line with Piravi-Vanak et al.
[34], who reported that cold climate regions generate oils with higher f-sitosterol and lower

stigmasterol content.

4.2.4.5. Changes in Sterol Composition According to Clonal Type

No significant differences were observed for most sterols in regard to clone type
(Table 2). A7-stigmastenol, and especially campesterol, were the most affected sterols among
those which showed significant differences. Along with total sterol concentration, A7-
avenasterol and A5,24-stigmastadienol displayed significant differences, but with low effect.
Results from Arbequina [24,67] and Empeltre [46,67] clonal selections yielded significant

differences in very few parameters caused by clone type in olive fruit and/or olive oil.
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Several studies have reported a considerable genetic influence on campesterol content
[20,26,29,32], thereby corroborating the pronounced influence of clone type on this sterol in

olive oils. In our study, Clone 6 presented higher values in this respect than the other clones.

Figure 3 shows the effects of clone type on A7-stigmastenol. Most A7-stigmastenol
values were generally high; the “Std” Clone and Clone 2 had the highest rate of non-
compliances, and most of these could be observed in 2017. In contrast, Clone 6 displayed the
lowest values for this sterol. This clonal characteristic should be taken into account by
producers who want to select clones for olive oils whose authenticity is not called into

question.

4.2.4.6. Discriminant Analysis

We applied a canonical discriminant analysis to visualize the discrimination capacity
of the sterol composition of the Empeltre olive oils under study. The grouping variable “crop
year” was the one displaying the best classifying ability (94.9% of the oils were classified
correctly). The six most discriminating variables were total sterols, A5,24-stigmastadienol,

A7-avenasterol, A5-avenasterol, stigmasterol, and campesterol.

Figure 4 shows the 78 samples projected onto a biplot defined by the two canonical
discriminant functions that explained 100% of the total variation (p <0.001). The classification
results (Table 8) show an effective separation between the three years under study based on
sterol composition. The year 2017 showed greater differentiation compared to the other two
years. According to Canonical Discriminant Function 1 (63.9% of the total variance), the 2018
samples were differentiated by higher b-sitosterol and campesterol contents, but lower A5-
avenasterol compared to 2019. Canonical Discriminant Function 2 (36.1% of the total
variance) differentiated the years 2018 and 2019 versus 2017 by higher stigmasterol but lower

total sterols, apparent f-sitosterol, and A7-stigmastenol.
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Figure 4. Canonical discriminant functions biplot and centroids of crop years obtained from sterols

composition.

Table 8. Combined within-group correlations between discriminant variables and
standardized canonical discriminant functions and eigenvalues.

Parameters Function1 Function 2
A5,24-stigmastadienol” -0.469¢ -0.006
A5-avenasterol” -0.398b 0.064
24-methylene-cholesterol -0.337b -0.213
B-sitosterol 0.256° 0.108
sitostanol 0.1400 0.013
campesterol® 0.136* -0.077
total sterols* -0.117 0.627°
stigmasterol” 0.192 -0.406b
A7-avenasterol” -0.125 0.374"
app. B-sitosterol -0.200 0.357v
A7-stigmastenol 0.020 0.3420
cholesterol -0.079 -0.170v
eigenvalues 6.014 3.395

% variance 63.9 36.1

canonical correlation 0.926 0.879

4.2.5. Conclusions

The results presented in this study regarding the characterization of sterol

composition in Empeltre olive oils have revealed high percentages of non-compliances vis-
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a-vis official regulations that determine an olive oil’s presumed authenticity. In general,
sterols were mainly affected by harvest year and less by degree of ripening. The least
significant effect was clone type, although this latter factor exerted the most pronounced
effect on campesterol and A7-stigmasterol. The high A7-stigmastenol content observed in the
Empeltre olive oils in our study reinforces the hypothesis regarding varietal peculiarity
raised previously. However, the non-compliances we detected in this sterol could be caused
by particular environmental factors associated with crop year, as revealed by the results of
canonical discriminant analysis (DA). Environmental factors could also be responsible for
the non-compliance rate of apparent p-sitosterol, which is affected by an increase in

stigmasterol content.

Our results suggest that commercial standards should generally take natural
variations in sterol composition into account with the purpose of avoiding economic damage
to certain producers whose single-varietal olive oils have abnormal sterol content, while still

ensuring that consumers are protected from fraud.
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4.3.1. Abstract

Olive tree crops and the olive oil market are becoming less and less diverse due to the
rise of intensive growth varieties, with the consequent loss of varietal richness provided
by oils from minority and autochthonous cultivars. “Royal de Calatayud” and “Negral
de Sabinan” are two local minority cultivars in Aragon (Spain). Fruit parameters such as
ripening, fresh weight, and oil yield were evaluated, as well as physico-chemical and
chemical composition parameters in olive oil in comparison with “Arbequina”, a cultivar
widespread in Spain and other countries. Fruits were harvested from October to
December in 2017 and 2019. Chemometric analysis revealed significant varietal
differences among the three cultivars. In comparison with “Arbequina”, higher oil yields
were obtained in the two local cultivars. “Royal de Calatayud” has a higher oleic acid
content and a greater quantity of phenolic compounds. It thus displays a better
nutritional profile than “Arbequina”. This preliminary study shows that “Royal de
Calatayud” could be regarded as an excellent alternative to the “Arbequina” cultivar in

the parameters analyzed.

Keywords: olive oil; chemical composition; crop year; chemometric analysis; Arbequina;

fatty acids; sterols.
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4.3.2. Introduction

Virgin olive oil (VOO), which comes from the fruit of the olive tree (Olea europaea
L.), is one of the most highly appreciated vegetable oils due to its widely acknowledged
nutritional and organoleptic characteristics. Its nutritional importance lies in its chemical
composition. Virgin olive oil is mainly composed of triglycerides (98-99%), constituted
of fatty acids. The high monounsaturated/polyunsaturated fatty acid ratio of olive oils is
due to the high oleic acid content, which is the principal fatty acid (55-83%).
Nutritionally relevant compounds such as biophenols, squalene, tocopherols, and
sterols compose the minority fraction (1-2%). Thanks to its chemical profile, VOO is
highly stable against oxidation compared to other vegetable oils, thus making it an agri-
food product of great economic importance in the countries that produce it. The yield,
quality, and chemical composition of virgin olive oils are strongly associated with
environmental, agronomic, and genetic factors [1,2]. Knowledge of the effects of harvest
date, cultivar, and crop year on the quality of virgin olive oils can provide olive farmers

with powerful tools to make appropriate decisions regarding their crops.

On the other hand, the wide genetic diversity within the olive tree genus works
in favor of its resistance in the face of diseases, pests, and new climatic scenarios, while
also making it easier to obtain new cultivars in breeding programmes. However, the
current trend in new plantations towards majority cultivars, which are not always local
and therefore perhaps not adapted to the environment, detracts from the olive tree’s rich

potential for the current globalized market.

In Spain, the olive sector is an industry of great social and economic importance,
as this country is the world’s leading producer and exporter of olive oil [3]. Aragon, a
region in the NE of Spain with 47,000 hectares dedicated to olive trees, produces 12,000
annual tonnes of olive oil [4]. It is the sixth largest olive oil-producing region in Spain.
Although “Arbequina” and “Empeltre” are the cultivars with the most hectares, the
Aragon region also features a wealth of local varieties [5-8]. “Royal de Calatayud”
(synonyms: “Verdilla”, “Verdena”, “Verdial”, and “Royal”) and “Negral de Sabifidn”

(synonymy: “Negral”) are two of the secondary cultivars with the highest production in
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Aragon (7% and 1% of total hectares, respectively) [5,6,9]. As both have different names
depending on the area where they are grown, it is difficult to identify them in every case
[5,6,10]. No other study has previously compared “Negral de Sabifian”, “Arbequina”
and “Royal de Calatayud” cultivars with one another in the same orchard throughout

the ripening period in separate crop years.

Our study’s aim was to characterize the fruit and the physico-chemical
composition of the virgin olive oils of the “Royal de Calatayud” and “Negral de
Sabifidn” cultivars. We also studied the influence of harvesting date, crop year, and
cultivar on the parameters under analysis, using the “Arbequina” variety as a control.

Chemometric analysis was applied to elucidate differences among cultivars.

4.3.3. Materials and Methods

4.3.3.1. Experimental Design

4.3.3.1.1.  Pedoclimatic Characteristics of the Study Area

This study was carried out in an experimental olive orchard of the Government
of Aragon located in Alcafiz, Aragon (NE Spain; 41°0327" N 0°08'36" W). This region’s
climate is classified as cold semi-arid (type “BSk”) according to the Koppen—Geiger
climate classification [11]. It also has a marked continental, Mediterranean character.
Rainfall is irregular and scarce, with May being the month with the highest precipitation
and July the lowest. Average annual precipitation is 394 mm. Temperatures are extreme
in winter and summer, with a wide absolute temperature range. The average
temperature is 15.3 °C. Meteorological data for the two years studied are shown in Figure
1. The olive orchard was planted in 2001, in clay loam soil, with a frame of 6 x 5 m, and

it was surface-irrigated.
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Figure 1. Monthly precipitation (A) and monthly air temperatures (maximum and minimum) (B)
registered in Alcaniz (Teruel) during 2017 and 2019 crop seasons. Abbreviations: P,
precipitations; Tmax, average maximum temperatures; Tmin, average minimum temperatures. J,
January; F, February; M, March; A, April; M, May; J, June; ], July; A, August; S, September; O,
October; N, November; D, December.

4.3.3.1.2.  Olive Samples

Two local cultivars from Aragon (Spain), “Royal de Calatayud” (RdC) and
“Negral de Sabinan” (NdS), were studied in the crop years 2017 and 2019. The 2018 year
was not studied due to the lack of production of “Negral de Sabinan” and “Royal de
Calatayud” cultivars because of pronounced alternate bearing behaviors. The
“Arbequina” (A) cultivar was used as a control. The genotype identification of “Royal
de Calatayud” was carried out by the World Olive Germplasm Bank (WOGB) (Cordoba,
Spain), using the single-nucleotide polymorphism molecular marker technique (EST-

SNPs).

Three olive trees per cultivar, grown under identical agronomic and pedoclimatic
conditions, were harvested from October to December in 15-day intervals in each crop
year. Olives (4 kg) were randomly hand-picked and immediately processed in the

laboratory after harvesting.

4.3.3.1.3. Olive Fruit Analyses

Average fresh fruit weight (g) was obtained by weighing 100 fruits randomly
selected from each sample. Ripeness index (RI) was determined using the methodology
described by Hermoso et al. [12] based on color changes in olive skin and pulp. Oil

content expressed as a percentage of dry olive paste weight was determined by first
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milling the olives at 3000 rpm using a hammer mill equipped with a 3 mm sieve and
then analyzing the resulting olive paste with a near-infrared (NIR) analyzer (FoodScan

Lab, Type 78800, Foss, UK).

4.3.3.2. Olive Oil Extraction

Oil extraction was performed using the Abencor® system (MC2, Ingenieria y
Sistemas, S.L., Seville, Spain), a laboratory mill that reproduces the industrial process of
mechanical olive oil extraction. Olives were milled at 3000 rpm using a 3 mm sieve
stainless hammer mill. The olive paste was subsequently malaxed at 28 °C for 30 min,

and the resulting olive oil was separated by centrifugation at 3500 rpm for one minute.

The VOO thereby obtained was decanted, filtered through paper, and stored at

-20 °C in amber glass bottles under a nitrogen atmosphere until analysis.

4.3.3.3. Olive Oil Analyses

4.3.3.3.1. Physico-Chemical Quality Parameters

Free fatty acids (FFA), peroxide value (PV), and UV absorption characteristics
(K232, Koz, AK) were determined according to the analytical methods established in EU

Regulation No. 2568/91 and subsequent amendments [13].

4.3.3.3.2.  Fatty Acid Composition

Fatty acid methyl esters (FAMEs) were prepared as described by the EU official
method [13] and analyzed by gas chromatography (GC) using an Agilent
chromatograph (7890N, Agilent, Santa Clara, CA, USA) equipped with a SP-2380 60 m x
0.25 mm i.d. x 0.2 pm film thickness capillary column (Supelco, Bellefonte, PA, USA).
Helium was used as a carrier gas with a 1.2 mL-min" flow. The split/spitless injector and
flame ionization detector (FID) temperatures were 250 °C and 260 °C, respectively. The
initial oven temperature was 170 °C, which was maintained for 30 min, followed by an

increase of 5 °C-min~! up to 200 °C.
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Although all regulated fatty acids were analyzed, only five of them were taken
into account in this study: palmitic (C16:0), stearic (C18:0), oleic (C18:1), linoleic (C18:2),
and linolenic (C18:3) acid, expressed as a percentage of FAME. Saturated (SFA),
monounsaturated (MUFA), and polyunsaturated (PUFA) fatty acids, as well as the ratio
of monounsaturated to polyunsaturated fatty acids (MUFA/PUFA), were also taken into

consideration.

4.3.3.3.3.  Sterols and Triterpene Dialcohols Composition

Sterols, erythrodiol, and uvaol contents were determined following the official
EU method [13]. Olive oil samples were saponified, followed by thin-layer
chromatography purification on a basic silica gel plate. The recovered sterols,
erythrodiol, and wuvaol were silanized and subsequently analyzed using gas
chromatography (6890N, Agilent, Santa Clara, CA, USA) with a CP-Sil 8CB capillary
column (25 m x 0.25 mm x 0.25 pm) (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Chromatographic
working conditions were: injector and flame ionization detector (FID) temperatures, 300

°C; isothermal oven temperature, 260 °C; flow carrier gas (helium), 1 mL-min™".

4.3.3.3.4. Total Phenol Content

The total phenol content in oil samples was determined by the Folin—Ciocalteau
assay according to the method described by Vazquez Roncero et al. [14]. Phenolic
compounds were isolated from a solution of o0il (10 g) in hexane (50 mL) by triple
extraction with 20 mL of a methanol/water mixture (60:40, v/v). Aqueous fractions were
collected in a volumetric flask (100 mL) to obtain the total polyphenol extract. Then, 2.5
mL of Folin-Ciocalteau reagent was added to 5 mL of extract and, after 3 min, 5 mL of
sodium hydroxide (6% m/m). The absorption of the solution was colorimetrically
measured at 725 nm using a UV-Vis spectrophotometer (Specord 205, Analytikjena,

Germany). Total phenols were expressed as mg caffeic acid-kg™ oil.

233



Resultados y Discusion

4.3.3.3.5. Oxidative Stability

Oxidative stability, expressed as the oxidation induction time (h), was measured
by the Rancimat method, a rapid, reliable analytical procedure [15], using a 743 Rancimat
apparatus (Metrohm AG, Switzerland). For the stability test, 3 g of oil was heated at
120 °C and an air flow of 20 L-h™' was bubbled through it.

4.3.3.4. Statistical Analysis

All parameters were determined in duplicate. Data were expressed as mean *
standard deviation (n = 2). Significant differences among samples (p < 0.05) were
determined by univariate factorial analysis of variance (one-way ANOVA) using
Tukey’s test as a multiple testing range and the t-test for independent groups. Principal
component analysis (PCA) and cluster analysis were carried out using IBM SPSS
Statistics 24.0 software (IBM Corp., Armonk, NY, USA). The squared Euclidean distance
was used as a measure of similarity, and Ward’s method was used as a rule for clustering
in the cluster analysis. Further data processing was performed with Microsoft Excel,

2016 (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA).

4.3.4. Results and Discussion

4.3.4.1. Olive Fruit Parameters

The evolution of olive ripening in the three cultivars during two years of study
is shown in Figure 2A. The thermal similarity between the sampling periods (Figure 1)
in the two crop years is reflected in the speed of ripening in the “Arbequina” variety,
which is also similar. The “Royal de Calatayud” cultivar ripened much more rapidly in
2019 than in 2017, perhaps due to that crop’s low yield in that year. None of the three

cultivars reached a ripening index of 4 by the end of sampling.
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Figure 2. Evolution of olive fruit ripening (A) and fruit weight (B) of “Arbequina” (square; violet),
“Royal de Calatayud” (circle; green), and “Negral de Sabifnan” (cross; black) harvested at
different dates in 2017 (continuous line) and 2019 (dotted line).

On the other hand, the amount of rainfall recorded during the fall of 2019 (Figure
1) was higher than in 2017. This may explain the generally greater fruit weight observed
in 2019, although the weight increase in the “Royal de Calatayud” cultivar was due to
its low yield in that year [16]. The weights of “Royal de Calatayud” and “Negral de
Sabifian” olives in our samples were much greater than the weight of “Arbequina”

(Figure 2B).

Olive oil content expressed as dry matter was used to avoid the influence of
precipitation and frost on the study of oil accumulation or lipogenesis [17]. In general,
the rate of oil accumulation progressively increased throughout the sampling period

until slowing down in mid-November [16] (Figure 3).
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Figure 3. Evolution of oil content on a dry basis in the “Arbequina” (Arb; square; violet), “Royal
de Calatayud” (RdC; circle; green), and “Negral de Sabifidan” (NdS; cross; black) olive oils
according to harvest date in 2017 (continuous line) and 2019 (dotted line) crop years.

The “Arbequina” cultivar showed a higher accumulation rate during the 2019
harvest, although the curves in the two crop years were similar. Oil content in dry matter
(approximately 42%) in “Arbequina” was lower than in the two autochthonous cultivars.
Other authors [18,19] have described a similar content ratio in “Arbequina”. The summer
of 2019 was drier, and the autumn considerably wetter (Figure 1). This could explain the
differences observed in “Arbequina” olives of similar maturity (Figure 2A) in terms of
the evolution of their oil contents over the two years [20,21]. The oil content of the “Royal
de Calatayud” cultivar was higher in both seasons compared to “Arbequina”. The oil
content reached by the “Royal de Calatayud” cultivar by the end of the 2017 sampling
was 50.5%, thus 8 percentage points higher than in “Arbequina” in the same harvest.
The “Negral de Sabifidn” cultivar presented a high oil content (43.9%) at the beginning
of October 2019, similar to the “Royal de Calatayud” cultivar on the exact same sampling
dates. Thus, “Royal de Calatayud” and “Negral de Sabifidan” displayed high yields,

which were higher than “Arbequina” in both cases.

4.3.4.2. Quality Parameters

All olive oils under study were classified as extra virgin olive oils (EVOO)

according to the values established by EU quality criteria regulations [13]. The physico-
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chemical parameters we tested (acidity, peroxide value, K23, K2n) showed very low
values, as would be expected for oils from healthy fruits that had been processed as soon

as possible after harvesting (Table 1).

Table 1. Physico-chemical quality parameters of the “Arbequina” “Royal de Calatayud” and
“Negral de Sabifidn” olive oils in the 2017 and 2019 crop years.

Cultivar Harvest Date FFA (% Oleic Acid) PV (Meq Oxkg™) Ko7 Kos
2017
4 Oct 0.11+0.00 6.54 +0.00 0.091+0.002 1.410 +0.004
18 Oct 0.08 +0.00 424+0.19 0.078 £0.000 1.339 +0.032
7 Nov 0.13+0.01 2.61+0.18 0.082+0.002 1.411+0.001
22 Nov 0.10 £0.00 3.96 £0.15 0.079+0.001 1.324+0.017
29 Nov 0.09 +0.00 4.90+0.14 0.082+0.001 1.423+0.017
13 Dec 0.31+0.01 517 +£0.22 0.072+0.001 1.345+0.016
Arbequina 2019
1 Oct 0.09 +0.00 2.36 +£0.02 0.094 +£0.000 1.509 + 0.000
15 Oct 0.06 +0.00 1.62 +0.00 0.083+0.000 1.517+0.013
28 Oct 0.08 +0.00 1.40 £0.05 0.072+0.001  1.505 + 0.002
11 Nov 0.08 £0.00 2.69 +0.05 0.079+0.000 1.314 +0.004
25 Nov 0.06 £0.00 2.15+0.01 0.077 £0.001  1.341 +0.005
11 Dec 0.06 +0.00 3.62+0.04 0.074 £0.001  1.408 + 0.006
2017
4 Oct 0.18 £0.01 5.47 £ 0.02 0.089+0.001 1.378+0.011
18 Oct 0.25+0.01 5.38 +0.09 0.090 +£0.001 1.416 +£0.010
7 Nov 0.24 +£0.01 4.72+0.17 0.081+0.000 1.343 +0.024
22 Nov 0.23+0.01 5.13+0.19 0.075+0.001 1.272+0.036
Royal de 29 Nov 0.25+0.01 4.50+0.10 0.077 +£0.001 1.463 +0.024
Calatayud 13 Dec 0.10 £0.00 9.08 £0.14 0.073+0.001  1.435+0.009
2019
15 Oct 0.41 £0.01 6.24 +0.81 0.106 +0.001  1.503 +0.020
28 Oct 0.38 +0.00 9.64 +0.04 0.092+0.000 1.565+0.007
11 Nov - 7.67 £0.40 0.094+0.001 1.520 +0.010
2019
1 Oct 0.09 £0.00 411+0.13 0.088+0.003 1.501 +0.041
Negral de
Sabifizn 15 Oct 0.17 £0.00 2.20+0.02 0.083 +0.000 1.531 +0.002
28 Oct 0.12+0.00 1.78 £0.08 0.082+0.001 1.460 +0.026

Values are mean + standard deviation (n = 2). FFA = free fatty acids; PV = peroxide value. Limits
established by the current European legislation for extra virgin olive oils: FFA < 0.80% oleic acid; PV <

20.0 meq Ozkg™; Ko< 0.22; K232< 2.50.
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4.3.4.3. Fatty Acids Composition

The evolutions of the fatty acid compositions of the oils derived from the two
cultivars under study, compared to “Arbequina” in the course of the samplings carried
outin 2017 and 2019, are detailed in Table 2. The differences in acidic composition among
cultivars are significant. In previous studies, genotype had already been identified as the
major source of variability in fatty acid composition [18,22-25]. Varying trends in the
evolution of the main fatty acids in several cultivars have also been described according

to fruit ripening and crop years [16,26,27].

In general, palmitic acid (C16:0) decreased with maturity, as other authors have
likewise described [16,26,28], regardless of cultivar and year (except in “Negral de
Sabinan”, for which we had insufficient data in 2019). This fatty acid presented the
highest values in “Arbequina” olive oils, with contents similar to those reported in
previous studies [24,28,29]. Other authors have described C16:0 percentages as lower
[30] or higher [31] for this cultivar. Regarding differences observed between the two
years under study, the palmitic acid content was lower in 2017 compared to 2019 in both
the “Royal de Calatayud” and “Arbequina” oils. The results from 2017 expressed as the
average of all harvest samples were 11.92% for “Royal de Calatayud” and 13.78% for
“Arbequina” oils. The lower temperatures along the lipogenesis period in 2017 could
partially explain the lower palmitic contents observed in that year. Analogous results
have been obtained for the “Picual” cultivar according to weather conditions in three
crop years [16]. Stearic (C18:0) and linolenic (C18:3) fatty acids also decreased with
ripening [26,28] except in oils from the “Royal de Calatayud” cultivar harvested in 2019.
That crop year presented higher C18:3 contents in “Arbequina” (harvest sample average:
0.58%) and “Royal de Calatayud” (harvest sample average: 0.67%) olive oils. “Negral de

Sabifidan” contained 0.60% linolenic acid in that crop year.
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The trend in linoleic acid (C18:2) displayed different patterns according to
cultivar and crop year. A slight increase in oils was observed throughout the
“Arbequina” sampling in 2017. In the 2019 “Arbequina” oils, the rate of change was also
positive, although minimal (1.62%), by the end of the sampling period. This minimal
variation resulted from an initial increase in C18:2 up to the end of October, followed by
a decrease until almost returning to its initial value. The variation rate of C18:2 was nil
in “Royal de Calatayud” oils during 2017, but the initial points sampled in the cultivar
“Royal de Calatayud”, as well as in “Negral de Sabifidn”, indicate an initial increase in
linoleic acid content in 2019. However, the information obtained is insufficient to
determine the trend. Herndndez et al. [32] suggested that the expression of the FAD2-2
gene (OeFAD2-2) is the main responsible agent that determines linoleic acid content in
the mesocarp of the olive fruit. The same study found that the water regime during the
autumn season affects the expression of the FAD2-2 gene in “Arbequina”, thereby
increasing linoleic acid content. Our data confirm this finding, since rainfall was more
abundant in autumn 2019 than in 2017, a year with lower linoleic acid contents in
“Arbequina” (sample average: 9.04%) and “Royal de Calatayud” (sample average:
6.52%). On the other hand, linoleic acid displayed high values in “Negral de Sabifian”
oils, reaching 18.63% at the end of October 2019; these data, however, could not be

compared with 2017 due to a lack of samples.

Oleic acid (C18:1) in the “Arbequina” olive oils significantly increased along
ripening in the two years under study. Average oleic acid content was similar in the two
crop years. Nevertheless, Abenoza et al. [33] described different trends for this fatty acid
in “Arbequina” oils in two harvests. The “Royal de Calatayud” oils in our study also
showed a marked increase in C18:1 in 2017, although the pattern is unclear for 2019 due
to insufficient data. The highest average oleic acid values (76.94%) could be observed in
“Royal de Calatayud” olive oils in 2017. However, “Royal de Calatayud” oils in 2019
had a lower C18:1 content (72.06%) in contrast with the “Arbequina” oils, the contents
of which were similar in the two years. The difference in C18:1 between the two crop
years leads us to presume that varying climate conditions could have exerted an

influence on the oleic acid content in the “Royal de Calatayud” cultivar. Certain authors

240



Resultados y Discusion

[16,34,35] have affirmed that rainy summers lead to lower oleic acid content in olive oil
by reducing enzymatic activity in the biosynthesis of that fatty acid. However, that
observation does not coincide with our results, since we noted the highest oleic acid
content in the crop year with the rainiest summer. “Negral de Sabifian” was the cultivar
with the lowest oleic acid content: an average of 64.48% in 2019. Despite limited data for
“Negral de Sabifidn”, a negative trend in the evolution of oleic acid could be observed

in October of that same year.

The highest MUFAs/PUFAs ratio (10.49-11.65) was observed in the “Royal de
Calatayud” olive oils from 2017, and the lowest in “Negral de Sabinian” olive oils (3.35-

458).

4.3.4.4. Polyphenols and Oxidative Stability

The total phenol content for each cultivar with ripening in the two crop years is
presented in Figure 4. The oils generally exhibited a decrease in total polyphenol content
as ripening progressed [36]. However, the Arbequina oils displayed a significant initial
increase in polyphenol content until reaching a maximum towards the end of October
or beginning of November, followed by a decrease, in agreement with the results
described by Benito et al. [28]. Further, authors have also described this behavior in
“Cornicabra”, “Chétoui”, and “Chemlali” cultivars [37,38]. Uceda et al. [22] described
this variation in polyphenol content as a function of ripening with a quadratic curve
whose maximum generally coincides with the maximum oil content in the fruit (see
Figure 3). In 2017, oils from the “Royal de Calatayud” cultivar (74-266 mg-kg™") had a
higher polyphenol content than “Arbequina” (73-160 mg-kg™). When comparing
“Arbequina” oils between the two crop years, a higher phenolic content was found in
2019 (128-188 mg-kg™), a year with lower rainfall in summer but more rain in autumn.
The environment, and its water availability, exerts a significant and dominant effect on

phenolic concentration [23].
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Figure 4. Evolution of polyphenol content for “Arbequina” (A), “Royal de Calatayud” (RdC), and
“Negral de Sabifian” (NdS) olive oils in 2017 and 2019 crop years. Harvest dates: 1 (1-4 October),
2 (16-18 October), 3 (28 October-7 November), 4 (11-22 November), 5 (25-29 November), and 6
(11-13 December). *, significant statistical differences (p <0.05) among cultivars for the same crop
year.

When comparing the phenolic contents in all three olive oils from 2019, the
results show that “Negral de Sabinan” (184-254 mg-kg™) and “Royal de Calatayud”

(154-259 mg-kg) oils had higher concentrations than the “Arbequina” cultivar.

The three varieties displayed varying behaviors in terms of oxidative stability,
which is a parameter directly related to phenolic content in olive oils [22,36,39,40]. The
linear regression obtained for oxidative stability versus total polyphenol content in olive
oils is shown in Figure 5. In “Arbequina” olive oils, the correlation between oxidative
stability and polyphenol content was relatively high (r=0.933, p <0.01), and greater than
the correlations found by other authors for the same cultivar [28,30,31,41,42]. The
correlation obtained for “Royal de Calatayud” oils was lower (r = 0.818, p < 0.01). No
relationship was found between oxidative stability and the MUFA/PUFA ratio in any of
the varieties under study, in agreement with previous studies [31,43,44]. However,
peroxide value did correlate negatively with stability in “Arbequina” (r=-0.772, p <0.01)
and “Royal de Calatayud” (r = -0.843, p < 0.01) (results not shown). Perhaps this

correlation could be the reason for the lower stability of “Royal de Calatayud” oils
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compared to the 2019 “Arbequina” oils, despite their higher polyphenol content. The
peroxide values of “Royal de Calatayud” oils were much higher than those of
“Arbequina” in that year. The data are insufficient to yield significant correlations for

oxidative stability in “Negral de Sabifidn” oils.
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Figure 5. Linear regression of oxidative stability vs. total polyphenol content for “Arbequina”
(Arb; square; violet), “Royal de Calatayud” (RdC; circle; green), and “Negral de Sabinan” (NdS;
cross; black) olive oil samples obtained in 2017 (solid marker) and 2019 (unfilled marker) crop
years.

In 2019, the oils of the “Negral de Sabifidn” cultivar significantly presented the
lowest oxidative stability (6-9 h), despite having a polyphenol content similar to the
“Royal de Calatayud” oils, and even more similar to the “Arbequina” oils. The peroxide
values were also low in “Negral de Sabifan” oils (see Table 1). Perhaps the high linoleic
acid content or the low MUFA/PUFA ratio were the cause of the low stability in these

oils, although this could not be corroborated.

4.3.4.5. Minor Unsaponifiable Compounds: Sterols and Triterpenic Dialcohols

Total sterol content, individual sterol composition in relative amounts, and
triterpenic diols as the sum of erythrodiol and uvaol of the analyzed olive o0il samples

are given in Table 3.
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“Arbequina” olive oils from early ripening olives showed campesterol values
above the limit (4.0%) established by European regulations [13] in both years of study
(values in bold type). Other authors have also described out-of-standard campesterol
contents for olive oils from the “Koroneiki” cultivar [45], for “Arbequina” and “Barnea”
grown in Argentina and Australia [46,47], and for the “Cornicabra” cultivar from Spain
[37,48]. The remaining parameters of the unsaponifiable fraction analyzed in all three

cultivar oils comply with the limits set in the EU regulation [13].

Significant differences were found in total sterol contents among olive oils from
the three cultivars. The lowest concentration of sterols was found in the oils of the “Royal
de Calatayud” cultivar (1007-1360 mg-kg™), especially in the 2017 crop year, with these
even approaching the acceptable limit for an oil to be considered as olive oil according
to European regulation [13]. “Negral de Sabinian” oils significantly presented the highest
sterol content (1851-1947 mg-kg™). The evolution of total sterol content with ripening is
not clear. In the 2017 “Arbequina” oils, after a considerable decrease at the beginning of
sampling, there was an increase in sterol concentration until the initial values were
reached once more. However, during the 2019 sampling, the total sterol content values
remained constant. On the other hand, there was a significant increase in both crop years
for the “Royal de Calatayud” olive oils and a decrease in “Negral de Sabifian” olive oils
in 2019. Certain authors have described decreases in the concentration of sterols, as these

are diluted by the increase in oil that occurs during fruit ripening
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[36,49], although in other studies this is unclear [27,37,50]. Increases in sterol

content have even been observed in direct analyses of olive pulp [51].

The main sterols in the three varieties were [3-sitosterol, A5-avenasterol, and
campesterol, making up about 95% of the total content. The significant correlations (p <
0.01) we found in the analyzed oils were between stigmasterol and app. [3-sitosterol
(r=-0.759), as well as between [(3-sitosterol and Ab-avenasterol (r=-0.991); these

findings coincide with those of other studies [27,50].

“Arbequina” olive oils presented the lowest B-sitosterol content (73.31-82.51%)
and the highest A5-avenasterol content (8.11-15.76%). The values of both sterols were
similar to those described in “Arbequina” by Fernandez-Cuesta et al. in olive pulp [51]
and Rivera del Alamo et al. in oil [48]. The A5-avenasterol content was lower than that
reported by Gracia et al. in Aragon [29]. “Arbequina” also showed significant seasonal
differences for these two sterols, with lower (-sitosterol and higher A5-svenasterol
values in 2019 oils. The “Negral de Sabifidn” olive oils presented the highest (3-sitosterol
content (83.09-84.80%). The results from our complete sampling indicate that the (-
sitosterol/A5-avenasterol ratio (data not shown) decreased until early November, when
it stabilized until the end of sampling in all three cultivars [27]. This finding coincides
with the stabilization date of olive oil content expressed as dry matter (Figure 3).
Previous studies have confirmed that (3-sitosterol content is minimal and A5-avenasterol

is maximal when olives are at optimum ripeness [37,50-52].

Campesterol content was high in all three cultivars (3.16-4.29%), although the
highest was found in “Arbequina” oils, even exceeding European regulatory limit values
[13]. Campesterol decreased significantly during ripening, thereby following the same
trend as B-sitosterol. Then, it reached a plateau in mid-November in “Arbequina” and
“Royal de Calatayud” olive oils [45], although only in 2017 in the latter cultivar. Other
authors have found no relationship between campesterol content and fruit maturity

[36,37,48].

One sterol related to olive oil quality, specifically to acidity, is stigmasterol

[36,53]. “Royal de Calatayud” olive oils had the highest acidity (Table 1) and stigmasterol
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values (1.10-1.56%). This was the only cultivar in which stigmasterol correlated
significantly with acidity (r = 0.820, p <0.01) [53]. The lowest stigmasterol values were in
“Negral de Sabinan” (0.57-0.79%). The results did not indicate a clear trend along

ripening for this sterol.

A7-stigmastenol is a minor sterol in olive oil, but not in other vegetable oils such
as sunflower. It is one of the markers used to verify the authenticity of olive oil and to
detect adulteration with other vegetable oils [39]. The olive oils in our study had low
amounts of A7-stigmastenol. Specifically, “Royal de Calatayud” oils showed higher
percentages (0.22-0.36%), and “Negral de Sabifhan” oils the lowest (0.12-0.17%).
Moreover, A7-stigmastenol did not display a clear trend depending on ripening, as did
stigmasterol. Still, a higher amount of A7-stigmastenol was found at the beginning of

October in the first stages of ripening in all oils under study.

Triterpenic dialcohols (erythrodiol and uvaol) are also part of the unsaponifiable
fraction of olive oil, and are analyzed together with sterols to detect possible
adulterations [39]. Although “Royal de Calatayud” olive oils showed high contents of
those alcohols (2.79-4.35%), the sum of both lay below the maximum limit (4.5%)
established by European regulations [13]. Other cultivars exhibiting high contents of
these triterpenic compounds have been described [52]. At the opposite end were the
“Negral de Sabinan” oils, which had very low triterpenic alcohol contents. There was no

ripening influence [49], although significant differences could be detected.

4.3.4.6. Chemometric Analysis

Factor analysis extraction by Principal Component Analysis (PCA) was used to
identify which of the parameters analyzed explains the differences among the oils from
the three cultivars. Using Kaiser’s rule (values higher than 1), the PCA model selected
three principal components that explained 88.4% of the total variance, according to the
twelve studied parameters. Only the first two PCs were represented (Figure 6). The
selected agronomic parameters were fresh fruit weight and oil content (% dry olive paste
weight). The selected parameters in oil were principal fatty acids, such as palmitic, oleic,

and linoleic acid, in addition to total sterol content, campesterol, (3-sitosterol, A5-
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avenasterol, A7- stigmastenol, triterpenic dialcohols, and oxidative stability. Figure 6.A
explains the loadings corresponding to the extracted components (PC1 and PC2)
according to the selected parameter. The regression method was applied to obtain the
first two factor scores, which were saved as variables and subsequently represented to

generate biplot 6.B via a scatter plot, labeling the cases by cultivar.

Discrimination by PCA of the three cultivars was possible, and can be studied in
Figure 6. The first component (PC1; 49.4% variance) established the difference between
the “Negral de Sabifian” cultivar (negative axis) and the “Royal de Calatayud” cultivar
(positive axis) according to the results. The oils from “Negral de Sabifidn” olives
presented higher linoleic acid (C18_2) and sterol (Sterols) contents in comparison with
“Royal de Calatayud” olive oils as a result of the negative correlations with PC1. “Royal
de Calatayud” oils, on the other hand, presented higher oleic acid (C18_1), and better
oxidative stability (OX_STB) via positive correlations with the first factor, in addition to
higher A7-stigmastenol (D7Stig) and eritrodiol+uvaol (E_U) contents as unsaponifiable
fraction compounds. The second principal component (PC2: 26.8% variance) clearly
differentiates “Arbequina” (negative axis) from “Negral de Sabifidn” and “Royal de
Calatayud” cultivars on the basis of higher campesterol (Camp) and higher A5-
avenasterol (D5Av), but lower B-sitosterol content (b_sito). Agronomic parameters also
indicated differences. Lower fruit weight (F_W) and lower oil yield (OC_DW) in
“Arbequina” (negative axis) with respect to the other two cultivars were explained by
the negative correlations of PC2 in fresh fruit weight and oil content (% dry olive paste

weight).
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Figure 6. Plots of factor analysis loadings (A) and scores (B) of Principal Component Analysis
(PCA) for the dataset. Cultivar: “Negral de Sabinan” (N), “Royal de Calatayud” (V), and
“Arbequina” (A). Sample coding: YY-C-X (YY: crop year; C: cultivar; X: harvest date). Crop years:
2017 and 2019. Harvest dates: 1 (1-4 October), 2 (16-18 October), 3 (28 October-7 November), 4
(11-22 November), 5 (25-29 November), and 6 (11-13 December).

Cluster analysis successfully allowed for a varietal classification of the cultivars

on the basis of the analyzed parameters as demonstrated in the dendrogram (Figure 7).

Even the influence of the crop year can be observed in “Royal de Calatayud” cultivar.

I\

Arbequina

RdC

20 25

LT

Figure 7. Dendrogram for the dataset. Cultivar: “Negral de Sabinan” (N), “Royal de Calatayud”
(V), and “Arbequina” (A). Sample coding: YY-C-X (YY: crop year; C: cultivar; X: harvest date).
Crop years: 2017 and 2019. Harvest dates: 1 (1-4 October), 2 (16-18 October), 3 (28 October-7
November), 4 (11-22 November), 5 (25-29 November), and 6 (11-13 December).
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4.3.5. Conclusions

In this preliminary study, two minority cultivars, “Royal de Calatayud” and
“Negral de Sabifan”, were characterized with respect to “Arbequina” as regards fruit
parameters and olive oil quality. The chemometric analysis results showed significant
differences among cultivars. Olives from “Royal de Calatayud” and “Negral de
Sabifdn” attained a greater degree of ripeness, weight, and oil yield than “Arbequina”.
“Royal de Calatayud” olive oils presented the highest oxidative stability due to their
better fatty acid composition, their higher oleic acid content, and their lower linoleic acid
content. The polyphenol content in the oils of this cultivar was also higher than in
“Arbequina”. On the other hand, “Negral de Sabifidn” olive oils, despite their high
polyphenol content, were the least stable ones, perhaps due to their high linoleic acid
content. The study of the unsaponifiable fraction of the oils revealed non-compliance

with EU regulations only in the case of “Arbequina” oils. The campesterol content in

“Arbequina” oils from unripe olives (IM<1.0) exceeded 4.0%.

In terms of nutritional value and oil yield, “Royal de Calatayud” oils are a
possible attractive alternative to “Arbequina”, one of the most widespread cultivars in

Spain and other countries.

Furthermore, by virtue of their specific advantages and characteristics, these
monovarietal local cultivars stand out among the other virgin olive oils on the market.
They could thus be reconsidered in terms of their economic potential and the variety
they can introduce into the olive oil sector on a national and international level. Future
experiments with more detailed studies on the responses of “Royal de Calatayud” and

“Negral de Sabinan” to varying agronomic conditions could validate our results.
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4.4.1. Abstract

This study aimed to investigate the influence of cultivar and environment on the
chemical composition of Arbequina and Empeltre olive oils, and their contribution to
geographical identification of olive oils from Aragon. A total of 260 olive oil samples
from different cultivars (Arbequina, Empeltre, Royal de Calatayud, Alquezrana, and
Royeta de Asque) from the three main oil-producing areas of Aragon, located in
northeast Spain, were selected. Fatty acid and sterol composition were analyzed in the
course of three crop years (2017, 2018, and 2019). Cultivar was found the main factor
influencing the variability of palmitic, palmitoleic, and linolenic fatty acid content,
whereas geographic origin was the main contributor to variation in oleic and linoleic
fatty acids in Arbequina and Empeltre olive oils. Cultivar also had a significant impact
on sterol composition, although the effect of the production area also showed a
significant effect on these oils. Crop year showed limited relevance, except for oleic and
linoleic fatty acids. The interaction between environment (e.g., crop year and
geographical factors) and the cultivar (Arbequina and Empeltre) exerted a significant
influence on oleic/linoleic (O/L) ratio and A7-stigmastenol content, particularly in the
southeast area of Aragon during the crop year with higher temperatures and drier
conditions. Principal Component Analysis (PCA) and Discriminant Analysis (DA)
confirmed the discriminative potential of the geographic production zone as a factor
enabling the differentiation of olive oils from Aragon based on the major fatty acids and

sterols.
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4.4.2. Introduction

In Mediterranean countries, the olive tree (Olea europea L.) is a traditional,
essential crop whose extended history has led to wide genetic variability. In Spain, 668
different genotypes of 1,273 accessions from 29 countries have been identified from the

World Olive Germplasm Bank of Cérdoba, Spain, by EST-SNP markers (Belaj, 2022).

Virgin olive oil is an olive juice obtained exclusively by physical processes.
Triglycerides are its principal chemical compounds (about 98%), with monounsaturated
oleic fatty acid (55-83%) as its main component. Other minor, but no less significant
sterols, phenols, aliphatic and terpenic alcohols, tocopherols, pigments, and volatile
compounds make up the remaining 2% of the chemical composition of olive oil. Some of
these compounds, such as oleic acid or the phenolic fraction, contribute to the multiple
health benefits associated with the consumption of virgin olive oil (EFSA, 2011).
Moreover, an olive oil’s characteristic fatty acid and sterol composition forms the basis
for its authenticity and fingerprint, to avoid its adulteration with other vegetable oils or
animal fats of inferior quality or price (EU, 2022). The chemical composition that
characterizes and differentiates virgin olive oils is the result of complex biochemical
processes that develop in the fruit and its oil. Genotype has therefore been identified as
one of the most influential factors in the variability of the chemical composition of olive
oils (Uceda, 2005). In turn, the biosynthetic pathways are conditioned by other factors
that influence the chemical composition of olive oils, namely agronomic, environmental
(climatic/geographic), and technological factors (Rallo, 2018; Mousavi, 2019;
Navas-Lépez, 2020; Sevim, 2022).

Variability in the composition of olive oils due to these or other factors can play
a relevant role in their geographical traceability. Geographic origin is inseparable from
a region’s soil-climate conditions and cultural agronomic practices. Geographical origin
is an issue of economic importance in the case of oils protected under designations of

origin (PDO) that benefit local and rural economies (EC, 2021).
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Spain is the world's leading producer (2020/21: 46%) and exporter (2020/21: 41%)
of olive oil (IOC, 2022). Aragon, a region located in northeast Spain with two Protected
Designations of Origin (Aragon Government, 2009; Aragon Government, 2010) and a
third one in process (Aragon Government, 2023), is the country’s sixth-largest virgin
olive oil-producing region (2017/18: 17,363 tons of olive oil) (MAFF, 2022). Olives
growing in this region are mainly rainfed (74%) (MAFF, 2022); thus, climatic variables
such as water availability or annual temperatures exert a strong influence on oil
production. Empeltre and Arbequina are the main cultivars in this region, making up
67% and 21 % of the crop, respectively (Aragon Government, 2023). The rest are
autochthonous minority varieties (e.g., Royal de Calatayud, Alquezrana) that are limited

to certain geographical areas, to which they confer their own specific identities.

With the aim of contributing toward the geographical traceability of olive oils
produced in Aragon (Spain), the present study aims to investigate varietal and
geographical differences in their composition. For this purpose, we studied the fatty acid
and sterol composition of virgin olive oils from three olive-growing areas over three

consecutive harvests.

4.4.3. Materials and methods

4.4.3.1. Characterization of olive oil samples and geographical areas

Virgin olive oils (n= 260) produced in three recognised geographical areas
(“northeast”, n =87; “west”, n =74; “southeast”, n = 99) of the Aragon region (Spain)
(Figure 1) were evaluated. The study was conducted over three consecutive crop seasons
(2017, n= 83; 2018, n=94; 2019, n= 83) to evaluate the effects of interannual variability,

which is mainly associated with climatological variables.

Oil samples were supplied from oil mills and cooperatives located in the
geographical areas we selected. Fertilization, cultural practices, and technological
processes of oil production were the ones habitually applied in the surrounding
production areas. In this study, we only used olive oils classified as extra virgin olive oil

based on physico-chemical quality (acidity < 0.8% oleic acid; peroxide value < 20 meq
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O2/kg; Koo < 0.22; Kas2 < 2.50) according to Annex I of European Commission Regulation

(EEC) n® 2568/91 (EEC, 1991) and subsequent amendments.

We carried out a study of varietal and environmental effects on fatty acid and
sterol composition of Arbequina (n= 97) and Empeltre (n= 115) oils from the three
selected geographical areas. To characterize the olive oils according to their geographical
traceability, we selected, in addition to Arbequina and Empeltre, several autochthonous
minority cultivars from Aragon as Alquezrana, Royeta de Asque, and Royal de

Calatayud, as well as also coupages of local cultivars from the same three areas.

We selected the geographical areas in view of their important olive growing
tradition and because they are culturally and geographically well-defined. Oils
produced in the “west” and “southeast” areas can be placed under Protected
Designations of Origin (PDO), while those from the “northeast” area are in the process
of being recognized as such if they comply with certain requirements (Aragon

Government, 2009; 2010; 2023).

The “northeast” olive-growing area (Figure 1, orange area) comprises
42 municipalities in the province of Huesca. In this region, due to its great diversity of
local varieties, a wide range of single-varietal oils is produced. As these are minority
varieties, the coupage oils produced in this area are characterized by combining many
varieties with small-scale production. Local climate is classified as continental
Mediterranean, characterized by warm summers and cool winters (Lopez, 2007). The
“southeast” olive-growing area includes 77 municipalities in two provinces: Zaragoza
and Teruel. The main cultivars grown there are Empeltre (predominant) and Arbequina,
traditionally unirrigated. Three climate types can be differentiated in that area: dry
steppe, continental Mediterranean, and warm continental sub-Mediterranean (Lopez,
2007), with a frequent phenomenon of “thermal inversion” in the winter, marked by
episodes of thick fog. The “west” area, located in the province of Zaragoza, comprises
34 municipalities. Empeltre (predominant) and Arbequina are the main cultivars; as in
the “southeast” area, they are traditionally dry-farmed. The climate is continental

Mediterranean (Lopez, 2007).
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The climate data recorded during the three crop years under study in the main
cities of each selected geographical area are shown in Table 1. Data on monthly
temperature (mean, maximum, minimum) and monthly rainfall were taken from the
Agro-Climate Information System for Irrigation (SIAR) of the Spanish Ministry of
Agriculture, Fisheries and Food (https://eportal.mapa.gob.es), as measured at
meteorological stations located in Barbastro (northeast area), Borja (west area), and

Alcaniz (southeast area).

4.4.3.2. Physico-chemical quality parameters

Free acidity, peroxide value, and ultraviolet absorption characteristics (K232, Ka7o,
AK) were determined according to methods indicated in European legislation (EEC,
1991). Data not shown.

4.4.3.3. Fatty acid composition

Fatty acid composition of the oils was determinated following the official EU
method (EC, 2015). Fatty acid methyl esters (FAME) were prepared by transmethylation
at room temperature, adding 0.2 ml of methanolic sodium hydroxide (2 mol/l) to 0.1 mg
of oil. FAME analysis was performed by gas chromatography (GC), using an Agilent
chromatograph (7890 N, Agilent, Santa Clara, CA, USA) with a capillary column SP-2380
(60 m x 0.25 mm inner diameter x 0.2 um film thickness; Supelco, Bellefonte, PA, USA).
We applied the following operating conditions: helium as a carrier gas (flow: 1.2 mL
min); oven temperature was 170 °C (30 min), increasing by 5 °C min~! up to 200 °C, and
the flame ionization detector (FID) and split/spitless injector temperatures were 260 and

250 °C, respectively.

4.4.3.4. Sterol composition

The oil samples were prepared and subjected to chromatographic analysis to
determine their sterol composition, following the guidelines set by the European
Commission implementing regulation (EU) No 2019/1604 (EC, 2019). For this purpose,
the samples were saponified, purified using a elution mixture of n-hexane/ethyl ether

65:35 (V/V) through thin-layer chromatography and derivatized using a silanization

264



Resultados y Discusion

reagent (pyridine/hexamethyldisilazane/trimethylchlorosilane in a ratio of 9:3:1,
v/v/v).Sterol derivatives (trimethylsilyl ethers) were subsequently analyzed by an
Agilent gas chromatograph (GC) (6890, Agilent, Santa Clara, CA, USA) equipped with a
split/splitless injector (injection volume: 1 uL; split ratio, 1:50; 285 °C), a flame-ionization
detector (FID) (300 “C), and a CP-5il 8 CB capillary column (25 m length x 0.25 mm inner
diameter x 0.25 um film thickness; Supelco, Bellefonte, PA, USA). Helium was used as a

carrier gas (flow: 1 mL min™) and the oven temperature was isothermal at 265 “C.

Results were expressed as mg kg™ oil for total sterol oil content and, for

individual sterols, as a percentage (%).

4.4.3.5. Statistical analysis

All analyses were performed in duplicate, thus utilizing the arithmetic mean of

two results for subsequent statistical analysis.

On all the single-varietal olive oils selected for this study (n=232), we performed
a descriptive analysis of the variability of principal fatty acids and sterols according to
cultivar and crop year. Data were presented as means + standard deviations, minimum,
maximum, and coefficient variation. We then evaluated the effects of cultivar
(Arbequina and Empeltre), crop year (2017, 2018, and 2019), and geographical area
(northeast, west, and southeast), along with their interactions, on principal fatty acids (n
= 212) and sterols (n = 94) by applying multivariate factorial analysis of variance (three-
way ANOVA; p < 0.05). Scheffe post hoc test (p < 0.05) was used to determine the

existence of significant pairwise differences between the groups.

Principal component analysis (PCA) was performed on Arbequina and Empeltre
monovarietal oils (n = 94), using the fatty acid and sterol composition, in order to
demonstrate the differentiation capacity of geographical production area and to

determine chemical composition according to geolocation of a single-variety olive oil.

Geographic traceability was studied using a statistical procedure based on
canonical discriminant analysis (DA) applied to fatty acids and sterols of single-varietal

and coupage olive oils characteristic of the three geographical areas (n = 138). We
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extracted the most discriminating independent variables among the olive-growing areas
by applying the stepwise method, using Wilks” lambda and its chi-square approximation
as the exclusion method. Snedecor’s F statistic was used as the selection criterion. The
model’s predictive capability was estimated using the leave-one-out cross-validation

method.

Statistical analyses were carried out using IBM SPSS Statistics 24.0 software (IBM
Corp., Armonk, NY, USA).

Results and discussion

We studied three consecutive annual crops of the selected olive oils in order to
include the season effect, understood as the influence of various abiotic factors such as
temperature, humidity, and agronomic practices, among others, depending on the
production year. Even with this premise, the variability study of the chemical composition
of certain minority local cultivars over the three crop years in this Spanish area, Aragon,
proved to be a complex undertaking. Certain data could not be obtained because the
sample number was too small. Certain varieties, such as Royeta de Asque or Alguezrana,
are only produced in the northeast area. Royal de Calatayud (also known with the
synonym “Verdefia” in the northeast zone) is often marketed in the west zone as a coupage
oil, although it can likewise be found in the northeast zone as a single-variety oil.

The selected coupage oil samples were only used for the geographical traceability
study, as they were considered as oils bearing the identity of the production area from
which they stemmed. They were not included in the fatty acid and sterol variability studies
(descriptive statistics and ANOVA).

4.4.3.6. Variability in fatty acid composition: contributing factors

The composition of the principal fatty acids presents in Arbequina, Empeltre, and
other single-varietal olive oils from the three olive-growing areas under study, along
with their variability (CV%), is shown in Table 2. The acid profile of Arbequina and
Empeltre olive oils is in line with that described by other authors for these two varieties
(Gracia, 2009; Romero, 2011). Although they show significant differences in their fatty

acid composition (Table 2), both have medium-high palmitic and linoleic and medium
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oleic content (Uceda, 2005). Minority cultivar oils we studied, such as Alquezrana,
Royeta de Asque, and Royal de Calatayud, had lower amounts of palmitic and linoleic
acid than the aforementioned monovarietals, but higher amounts of oleic acid, which
meant much higher O/L ratios, thereby implying that they are nutritionally healthier for

the cardiovascular system (Covas, 2009).

In the main cultivars (Arbequina and Empeltre), the fatty acids with the highest
variability (CV%) were palmitoleic acid (C16:1), followed by linoleic acid (C18:2) and
linolenic acid (C18:3) but, in the minority monovarietals, C18:2 was the most variable
fatty acid. On the other hand, oleic acid displayed less variability in all olive oils. The
variability results in Empeltre coincide with those obtained in a controlled trial carried
out on an experimental farm in the same crop years (Rey Giménez, 2022a). They also
coincide with those shown by Navas-Lopez et al. (2020) in nine varieties, one of them
being Arbequina. The high variability in polyunsaturated fatty acids observed in each
season could be caused by different harvesting dates for the olives that were used to

produce the oils under study (Beltran, 2004).

The varietal factor has been described in many studies as the main contributor to
the variability of principal fatty acids in olive oils (Navas-Ldopez, 2020; Faci, 2021). The
results obtained in our research indicated that the geographical location of the
production area plays a role that is thoroughly relevant, and which is different for each
fatty acid. Studies that analyze the environment, identified as location or as a location-
crop year combination, together with the cultivar or other factors (Navas-Lopez, 2020),
corroborate the importance of the location factor and the need to study it further in
depth. In our ANOVA study of Arbequina and Empeltre olive oils, we found that the
variability of palmitic and linolenic fatty acids (particularly of the latter) was mainly
affected by the cultivar, whereas the olive-growing area was a secondary factor (Table
3). The crop year factor was minimally significant for palmitic acid, and its effect was
null for linolenic acid. Oleic and linoleic acids displayed different behavior: the location
of the production area was the most influential factor in their variability, although the

year of production was also important. According to the data in Table 3, the significantly
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higher linoleic (10.89%) and lower oleic (70.82%) content of the oils from the southeast
area could be related to higher drought and temperature stress during oil biosynthesis
in that production area (monthly data not shown). These “southeast” oils also had higher
linolenic acid content, which, together with their higher amount of linoleic acid, makes
them more polyunsaturated (O/L ratio: 6.59%) than the oils from the “west” and
“northeast” areas. The oils from the “west” area stood out for their lower palmitic and
palmitoleic content and higher oleic acid content. Several authors (Navas-Lopez, 2020;
Mousavi, 2019; Contreras, 2023) have obtained results indicating that temperature exerts
a regulatory effect on fatty acid synthesis. High temperatures during olive ripening
would lead to a decrease in oleic acid and an increase in linoleic acid, although this effect
would depend on the genotype. This hypothesis serves to explain the significant effect
we observed in terms of inter-annual variability, mainly due to climatic variables. The
oils produced in 2018 had higher oleic but lower palmitic and linoleic acid contents. As
a result, these oils from crop year 2018 presented the highest O/L ratio. Thoroughly
similar results were observed in a controlled trial on Empeltre carried out during the
same period in Alcaniz, a principal town located in the “southeast” area (Rey-Giménez,

2022a).

For all fatty acids, the interaction between cultivar and production area was
significant, and in some of them, it was the only significant interaction between factors.
This interaction may be due to different local cultural practices according to the variety,
as in the case of Empeltre in the southeast area. Empeltre olives are harvested at more
advanced stages of ripening because of their dual aptitude (table and oil). This practice
gives Empeltre oils their “sweet, almondy” taste as listed in the specifications of the

Protected Designation of Origin “Aceite del Bajo Aragon” (Aragon Government, 2009).

Arbequina and Empeltre oils responded in equal measure to annual variation (Y
x C) in all fatty acids except for linoleic acid, where the interaction was significant.
However, in all acidic compositions, the response according to cultivar varied

geographically (C x A). In the oil-producing areas we studied, varying responses were
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also found in linoleic acid to annual variation (Y x A), as well as in the triple interaction

among the factors under consideration (Y x C x A).

4.4.3.7. Variability of sterol composition: contributing factors

Over three consecutive crop years, we studied the variability of sterol
composition in 110 single-varietal oils produced in the three selected olive-growing
areas in Aragon (Table 2). Empeltre oils had the lowest relative content in
A5-avenasterol, but the highest in 3-sitosterol and A7-stigmastenol compared to the other
single-variety oils. At the opposite extreme were the Arbequina and Royeta de Asque
oils, which differed from each other, and also from the other oils, in their campesterol
percentages, which were higher in Arbequina but lower in Royeta de Asque. The latter

also had very low sterol content.

All oils we analyzed complied with the limits established by European legislation
and the IOC trade standard (EEC, 1991; 10C, 2022) regarding purity criteria for sterol
composition (data not shown), except for A7-stigmastenol. Thirty-three percent of the
oils had a A7-stigmastenol content higher than 0.5% (EEC, 1991; I0C, 2022), of which
29% were Empeltre single-varietal oils (n = 60) and the rest were coupage oils (n = 28) in
which the Empeltre variety was predominant (individual sample data not shown;
average A7-stigmastenol values higher than 0.5% in bold, Table 2). High A7-stigmastenol
values that compromise the authenticity of single-varietal olive oils have been described
in Empeltre (Gracia, 2009; Romero, 2011; Rey Giménez, 2022b) as well as in other
varieties (Manai Djebali, 2012; Sevim, 2022). These findings could support the hypothesis

that a high A7-stigmastenol content is characteristic of certain cultivars.

Considerable differences can be noted in the variability (CV%) of each sterol
(Table 2). Stigmasterol, A5-avenasterol, and A7-stigmastenol exhibited much higher
coefficients of variation than campesterol and (-sitosterol. The variability of the two
latter sterols even remained minimal in the minority cultivar oils, whose results were
not segregated by year as there were not enough samples. These variabilities coincide
with those described in previous studies on Empeltre (Rey-Giménez, 2022b), Arbequina,

and other cultivars (Navas-Lopez, 2020).
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ANOVA analysis performed on Empeltre and Arbequina oils showed that
cultivar is the main factor contributing to variability in the main sterols (Table 4). This
is in agreement with the study by Navas-Lopez et al. (2020) on the variability of
B-sitosterol and A5-avenasterol. The effect of cultivar was clear and significant for all
sterols except for stigmasterol, on which other factors had effects of comparable
magnitude. This result reinforces the hypothesis that high A7-stigmastenol content is a
varietal characteristic, analogous to the high campesterol content of the Cornicabra
variety (Rivera del Alamo, 2004). The significant differences in A7-stigmastenol between
the Arbequina (0.19%) and Empeltre (0.59%) varieties are shown in Table 4. Meanwhile,
in a study on Arbequina and Coratina from different regions of Argentina, Torres et al.
(2022) observed that the growth environment exerted a more pronounced influence than
cultivar on the variability of 3-sitosterol, stigmasterol, campesterol, and total sterols. In
our results, the influence of the growth environment on total sterols was likewise more
important than the other factors, or had a similar effect to cultivar on stigmasterol,
although the effect was always significant in all sterols. Warmer environments would
tend to increase total sterol content according to some authors (Mailer, 2010; Li, 2019;
Torres, 2022); in our case, this would be reflected in the “southeast” oils, which had
higher sterol concentrations. Low relative humidity and high annual temperatures
would tend to increase A7-stigmastenol content (Sevim, 2022), as would a warmer
growing environment (Li, 2019). The “southeast” production area exhibited the highest
content of this sterol, which may be due to a climate that is drier and warmer than the
two other zones under study. This would also corroborate the findings of Sevim et al.
(2022). On the other hand, rainfall in 2017 and 2019 was low; however, as opposed to
2019, rainfall in 2017 did not occur during the period of lipogenesis. That could be the
reason for the higher A7-stigmastenol content of the 2017 oils. Regarding the influence
of the environment on sterols, positive results have been reported in other publications,
although most of them did not assess other factors simultaneously (Mailer, 2010; Bajoub,
2015). Significant interactions noted in our results suggest that the intensity of the
response of certain individual sterols to the environment (geolocation and year of

production) would depend on the cultivar.
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4.4.3.8. Olive oil classification according to geographical origin

Cultivar was one of the factors that exerted the greatest influence (Table 3;
Table 4) on most sterols and fatty acids. However, the variability associated with the
production area could sufficiently support a differentiated chemical composition of olive

oils that would also allow them to be classified according to their geographical origin.

To demonstrate this hypothesis, we carried out a principal component analysis
(PCA) according to the geolocation of the oils of the main varieties, Arbequina (n = 34)
and Empeltre (n = 60), basing ourselves on the fatty acid and sterol composition of the
single-variety oils obtained during the three consecutive crop years. Figure 2 shows the
PCA biplots obtained for the two cultivars. The two principal components explained
65.9% of total variance for Arbequina oils and 70.8% for Empeltre. No grouping by
geographical area according to scores was observed in the case of Arbequina, whereas
in Empeltre three clusters (northeast, west, and southeast) were clearly differentiated
(Figure 2B). This would support the importance of the geographical factor (Table 3;
Table 4), in the Empeltre oils. Therefore, in this scenario, the influence of the
geographical factor depends on the cultivar. In the PCA analysis of Empeltre oils, PC1
(53.21%) differentiated the cluster formed by the oils from the southeast zone from the
northeast and west zones. Figure 2B thus shows that the oils from the southeast cluster
displayed higher contents of A7-stigmastenol (D7Stig), -sitosterol (b_sito), and total
sterols (Sterols), as well as of linoleic (C18_2), and linolenic (C18_3) fatty acids, but lower
contents of A5-avenasterol (D5Av), stigmasterol (Stig), and oleic acid (C18_1). According
to this, Empeltre oils from the southeast part of Aragon would have a higher
A7-stigmastenol content than Empeltre oils in the other two olive-growing areas under
study. Also, they are characterized by a higher content in polyunsaturated fatty acids.
Oleic acid correlated negatively with the two main components (PC1, PC2): thus,
Empeltre oils from the western cluster would be characterized by higher percentages of
oleic acid (C18_1). Finally, Empeltre oils from the northeast cluster would be

characterized by higher contents of stigmasterol and A5-avenasterol.
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The olive oils marketed in Aragon are not exclusively Arbequina and Empeltre
monovarietal oils, but include other minority varieties as well as coupages made from
the characteristic olive production of each region. To demonstrate the differentiating
power of the regional factor in olive oils based on their fatty acid and sterol composition,
we subjected 138 representative samples of the three geographical areas under study to
a classification test using canonical discriminant analysis (DA). Two canonical
discriminant functions were obtained with 100% of the total discriminant power
(Figure 3). This finding corroborated the differentiation of oils produced in Aragon into
the 3 clusters defined by PCA in Empeltre oils through 8 parameters that were finally
selected as discriminant variables: palmitic, oleic, linoleic and linolenic fatty acids, the
three sterols [-sitosterol, A5-avenasterol, and A7-stigmastenol, as well as total sterol
content. Figure 3, which represents the two canonical functions on the plane, shows the
separation of the three geographical areas according to the oils” chemical composition.
The classification functions thereby obtained were capable of correctly assigning 91.3%
of the samples. Meanwhile, 88.4% of the olive oils we had analyzed were correctly
assigned in the cross-validation procedure (northeast, 91.8%; west, 88.9%; southeast,

82.9%).

4.4.4. Conclusion

Cultivar was the factor which exerted the greatest influence upon the variability
of chemical composition of olive oils from three oil-producing areas in Aragon. This
finding would support the hypothesis of high A7-stigmastenol content (greater than
0.5%) obtained in Empeltre oils (29% of the total) as a varietal characteristic. The area of
origin mainly affected oleic and linoleic acid content and was significant in all
parameters under study. Moreover, significant interaction effects indicated that
variability in sterol composition associated with the environment (geolocation and year
of production) would depend on the cultivar. PCA analysis showed that the
differentiation that the geographic area would bring to the olive oils” chemical
composition allows for Empeltre oils to be classified according to their origin but is not

sufficient to classify Arbequina oils. This would confirm the importance of
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environmental influence depending on the cultivar. Our discriminant analysis correctly

classified 91.3% of the olive oils from the three studied areas of Aragon, Spain.
Conflict of Interest. The authors declare that they have no conflict of interest.

Funding: This research received no external funding.
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Figure and table captions

Figure 1. Geographical location in Aragon (Northwest Spain) of the three olive-growing

areas used in the study.

Figure 2. PCA loadings (A) and scores (B) biplots for fatty acid and sterols in Arbequina

and Empeltre olive oils from three different geographical areas.

Figure 3. Canonical discriminant functions plot obtained to predict the geographical area

origin of olive oils.

Table 1. Meteorological data of three geographical areas of Aragon, Spain, selected for
study during 2017, 2018 and 2019 crop years.

Northeast (Barbastro*)

West (Borja*)

Southeast (Alcafiiz*)

2017 2018 2019 2017 2018 2019 2017 2018 2019
Teannual average (°C) 144 144 146 147 144 1438 156 155 16.0
T max average (°C) 27.6 27.0 27.9 275 26.2 284 228 219 23.0
Temin average (°C) 15 2.9 2.4 23 31 2.3 8.9 9.7 9.3
Rainfall ~ annual (mm) 473 699 442 332 546 365 223 508 216
Altitude ~ (m) 341 448 381

*The data refer to the localities Barbastro, Borja, Alcafiiz, which are the main cities of the indicated geographical areas.
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Table 3. Analysis of variance (F-values) by 3-way ANOVA with significance levels* and
comparison of means by crop years (2017, 2018 and 2019), cultivar (Arbequina and
Empeltre) and geographical area (northeast, west and southeast) for the fatty acid
composition (n =212 samples).

Variability source Parameters

Cl6:0 Cl6:1 C18:0 C181 C182 (C18:3 O/L ratio
Crop year (Y) 4 107 0 24 30 0 33
Cultivar (C) 527 58 3 14 6 173™ 2
Geographical area (A) 34™ 22 1 95 81™ 48™ 81™
YxC 1 1 1 0 3 0 2
Y x A 1 2 3 2 5 1 7
CxA 3 4 5+ 5+ 7 6" 6
YxCxA 1 1 3 2 6™ 0 5
Crop year
2017 13.100  1.202 196  71.51=  10.402 0.62 7.02a
2018 12.67>  1.09° 197 7333> 9.09° 0.61 8.25b
2019 13.200  1.15® 194  7211c  9.79¢ 0.62 7.57¢
Cultivar
Arbequina 13.542  1.262 1.99 72372 9.13a 0.522 8.12
Empeltre 12.51>  1.05° 1.93 7231 10.27°  0.69° 7.22
Geographical area
Northeast 13.452  1.22a 1.97 7298  8.642 0.542 8.592
West 12.31»  1.06> 198 74.03> 8902 0.55° 8.422
Southeast 13.222  1.172 194  70.82¢ 10.89>  0.70° 6.59v

Exatd

*Significance levels: *, p < 0.05; **, p < 0.01;
differences (Scheffe test, p < 0.05) for each parameter. Absence of letters: no significant differences between
means were found. Abbreviations: C16:0, palmitic acid; C16:1, palmitoleic acid; C18:0, stearic acid; C18:1,

, p <0.001. Different letters values (a-c) indicate significant

oleic acid; C18:2, linoleic acid; C18:3, linolenic acid; O/L ratio: oleic acid/linoleic acid ratio.
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Table 4. Analysis of variance (F-values) by 3-way ANOVA with significance levelst and
comparison of means by crop years (2017, 2018 and 2019), cultivar (Arbequina and
Empeltre) and geographical area (northeast, west and southeast) for the sterol
composition (n = 94 samples).

Variability source - Param_eters -
Sterols'™ Campesterol™ Stigmasterol™™ B-sitosterol A5-avenasterol A7-stigmastenol’®
Crop year (Y) 3 3 8" 3 3 6™
Cultivar (C) 4" 120" 14 335™ 375™ 353™
Geographical area (A) 7 4" 107 A 4" 4"
YxC 3 1 3 4" 3 Al
Y XA 1 1 1 2 2 1
CxA 6" 0 9™ 6" 4 2
YXCXxA 1 2 2 0 0 3
Crop year
2017 1451 3.06 0.702 81.09 10.66 0.522
2018 1410 3.01 0.96° 80.17 11.62 0.40°
2019 1325 3.06 0.91° 79.01 12.31 0.43°
Cultivar
Arbequina 13038 3.28?2 0.822 73.832 17.842 0.192
Empeltre 1460° 2.91b 0.86° 83.70° 7.95P 0.59P
Geographical area
Northeast 127082 3.212 0.972 75.422 15.922 0.262
West 1357° 2.95b 0.84° 80.69° 10.97° 0.48°
Southeast 1528°¢ 3.01P 0.77° 82.90° 8.96° 0.55°¢

*Significance levels: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001. Not significant: ns. Different letters values (a-c)
indicate significant differences (Scheffe test, p < 0.05) for each parameter. Absence of letters: no significant
differences between means were found. "Limits established by the current EU/IOC regulatory for OOV:
total sterols > 1000 mg/kg; campesterol < 4.0%; stigmasterol < campesterol; A7-stigmastenol < 0.5%. Values
in bold: non-compliant.

Figure 1. Geographical location in Aragon (Northeast Spain) of the three olive-growing areas
used in the study.
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Figure 2. PCA loadings (A) and scores (B) biplots for fatty acid and sterols in Arbequina and
Empeltre olive oils from three different geographical areas. Abbreviations: C16_0, palmitic acid;
C18_1, oleic acid; C18_2, linoleic acid; C18_3, linolenic acid; Sterols, total sterols; Camp,
campesterol; Stig, stigmasterol; b_sito, [>-sitosterol; D5Av, Ab5-avenasterol; D7Stig, A7-

stigmastenol.

5]
A
’ 3
- n o
9 °® A
g S A
IS - IR a
[ A
: o iy d Y A A A
= ‘o a AL A 4 A
3 a AN, s
-E ] [=:} m ¥ Aa ‘.3 :“A
5 =t &a wr o
= » n A A
2 u A
L]
A
5
T T T T T
-5 -3 0 3 5

Function 1 (77.9%)

Geographical area

® ] =Northeast
® 2 =West

4 3 = Southeast
* Group centroid
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of olive oils.
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4.5. EVALUACION DEL CUMPLIMIENTO DE LA DECLARACION DE
PROPIEDAD SALUDABLE REFERIDA A LOS POLIFENOLES EN LOS
ACEITES DE OLIVA VIRGEN EXTRA DE VARIEDADES AUTOCTONAS
DE ARAGON.

4.5.1. Seleccion del método de analisis adecuado para el propdsito de la

declaracion de propiedad saludable

La declaracion de propiedad saludable en relacion a los compuestos fenolicos del
aceite de oliva, establecida en el Reglamento (UE) n°432/2012, «los polifenoles del aceite
de oliva contribuyen a la proteccion de los lipidos de la sangre frente al dafio oxidativo»
(UE, 2012) y respaldada por el dictamen cientifico de la EFSA (2011a), no especifico un
método analitico adecuado para la determinacion de dichos compuestos. Con el objeto
del cumplimiento de la reglamentacion europea sobre declaraciones nutricionales y de
salud en el etiquetado de alimentos, son obligatorios protocolos analiticos especificos y
validados «adecuados para el proposito». En consecuencia, la aprobacion de este
Reglamento generd un extenso debate cientifico durante aproximadamente 10 afios
sobre la estrategia analitica mas adecuada para la implementacion de un método
analitico fiable y robusto que cumpliera con los requisitos establecidos en la declaraciéon
(Tsimidou, 2022). Las cuestiones técnicas surgidas, la variedad de métodos analiticos
utilizados hasta la fecha para el andlisis de fenoles (tales como LC-MS para andlisis
especificos, y Folin-Ciocalteu o HPLC-DAD para andlisis globales), asi como la
disparidad en la expresion de resultados han dado lugar a confusiones (Mastralexi et al.,
2014a, 2014b; Romero y Brenes, 2014; Tsimidou et al., 2018). Varios grupos de
investigacidn se unieron con el objetivo de validar una técnica que permitiera incorporar
esta declaracion en el etiquetado de las botellas de aceites de oliva virgen, especialmente
virgen extra, incrementando asi su valor afiadido (Mulinacci et al., 2006; Mastralexi et al.,
2014a, 2014b; Purcaro et al., 2014; Romero y Brenes, 2012, 2014; Reboredo-Rodriguez et
al., 2016; Tsimidou et al., 2018). Paralelamente, el COI ha estado trabajando en la misma

linea, mejorando y adaptando el método normalizado existente (COI/T.20/Doc. No. 29,
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2009), que no era aplicable para la implementacion de la declaracion de propiedad

saludable (COI, 2017).

Con el propdsito mencionado, nacié el proyecto OLEUM, cuyo objetivo era lograr
la armonizacion de los procedimientos utilizados en el andlisis del aceite de oliva para

su aplicacion tanto en regulacion como en investigacion (http://www.oleumproject.eu/).

Dentro del proyecto, se llevd a cabo la validacion interna de un protocolo para
cromatografia liquida de ultra alta resolucidon con deteccion diodo array (UHPLC-DAD)
con el fin de determinar el contenido total de hidroxitirosol (Htir) y tirosol (Tir) en los
AOV. En este método se determina el contenido de estos dos fenoles, tanto en la fraccion
polar del aceite como en su hidrolizado, mediante dos curvas de calibracion externa, una
para cada fenol, a una longitud de onda de 280 nm (Tsimidou et al., 2019a, 2019b). El
procedimiento se fundamenta en la hidrolisis acida de las formas ligadas de Htir y Tir,
lo cual genera Htir y Tir libres, cuya concentracion puede determinarse con exactitud
mediante patrones comerciales disponibles. El contenido final de fenoles se expresa
como la suma total de Htir y Tir (mg/20 g de aceite), después de corregir las diferencias
de peso molecular entre las formas libres y las ligadas. La fase de la extraccion del
método propuesto estaba de acuerdo con el método COI vigente en ese momento (COI,
2017), aunque se omitid el uso del patrén interno 4cido siringico, siguiendo la
justificacion de Nenadis et al. (2018). Otro aspecto en comun con el método COI (2017)
fue la elucion cromatografica de los fenoles, aunque el gradiente se adaptd para su uso
segin UHPLC, con el fin de minimizar el consumo de disolventes y aumentar la rapidez
de la cromatografia siguiendo los avances actuales en las técnicas cromatograficas.
Ademas, la hidrdlisis acida implementada se basé en la propuesta por los investigadores
Mulinacci et al. (2006) y Mastralexi et al. (2014a). La hidrdlisis permite simplificar el
enfoque del método al cuantificar de forma simultanea todos los derivados
secoiridoides, aplicando después un factor de correccion para tener en cuenta las
diferencias de pesos moleculares, como se ha mencionado anteriormente. Una vez
validado el método, se adaptd a la norma ISO 17025:2017 (ISO, 2017) y posteriormente
se sometio a un ensayo colaborativo organizado dentro del proyecto OLEUM, en el cual

participaron 16 laboratorios y se enviaron 11 muestras de aceites de oliva. Finalmente,
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los resultados de 10 laboratorios se consideraron conformes segun los requisitos del
método a evaluar. La mayoria de estos laboratorios respondieron correctamente la
pregunta «si la muestra satisfacia o no el nivel de 5 mg de total Htir+Tir/20 g de aceite»

(http://www.oleumproject.eu/).

Mientras se desarrollaba un método adecuado al propodsito de la declaracion de
propiedad saludable, algunos autores han contrastado los resultados obtenidos de
métodos que utilizaban la hidrdlisis de los derivados secoiridoides, como estrategia
simplificadora para la cuantificacion del contenido fenolico, con otras metodologias mas
ampliamente utilizadas y con una larga trayectoria de resultados publicados. Se han
constatado correlaciones relativamente buenas con el método COI (2017) (Mulinacci et
al., 2006; Purcaro et al., 2014; Olmo-Garcia et al., 2019), asi como con el ensayo
colorimétrico de Folin-Ciocalteu (F-C) (Hrncirik ef al., 2004; Reboredo-Rodriguez et al.,
2016; Ricciutelli et al., 2017; Olmo-Garcia ef al., 2019).

El ensayo colorimétrico F-C se basa en la capacidad reductora de los grupos
hidroxilo activos de los fenoles (Singleton y Rossi, 1965; Gutfinger, 1981). Este método
consiste en la extraccion de la fraccion fendlica polar de la muestra de AOV, la medida
de la absorbancia después de la reaccion colorimétrica y la cuantificacion del contenido
total de fenoles mediante la calibracion externa utilizando un patrén fendlico comercial,
siendo los &cidos galico y cafeico los mas comtinmente utilizados (Vazquez et al., 1973).
La popularidad de este ensayo se puede atribuir principalmente a su simplicidad, bajo

coste, disponibilidad de instrumentacion asequible y rapidez de analisis.

A pesar de que los autores mencionados previamente han demostrado la
concordancia de resultados en relacién al ensayo colorimétrico, la EFSA (2011a) indicd
que el método no era adecuado al presentar limitaciones debido a su baja especificidad
hacia los fenoles, ya que cualquier sustancia reductora presente en la matriz puede
interferir en el ensayo y sobreestimar el contenido fendlico. Estas interferencias son
causadas por compuestos reductores como acidos organicos, azticares y proteinas en
matrices alimentarias complejas, aunque dichas interferencias no estan presentes en los

AOV. Otra limitacion de esta técnica son las diferentes respuestas segtin el patron de
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calibracion utilizado ademas de la no distincion entre monofenoles y o-difenoles, lo que
hace que aceites de oliva virgen con cantidades similares de fenoles totales, pero con una
composicion fenolica considerablemente variable puedan dar respuestas colorimétricas
diferentes. A pesar de estas limitaciones, el ensayo colorimétrico puede proporcionar
informacion suficientemente confiable y, por lo tanto, adecuada para controles de rutina

y otras ocasiones en las que se requieren resultados rapidos.

En resumen, varios autores han concluido que tanto el método COI (2017)
(HPLC-DAD, sin hidrolisis), como el ensayo F-C y el enfoque de hidrdlisis pueden ser
estrategias viables cuando se busca obtener un valor global del contenido fenolico, en

lugar de una caracterizacion detallada de los perfiles fenolicos del AOV.

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar el cumplimiento de los
requisitos referidos a la concentracion fendlica de los aceites obtenidos de las muestras
de aceitunas procedentes de los ensayos de seleccion clonal de Empeltre y de variedades
(Arbequina, Royal de Calatayud y Negral de Sabifidn) de la finca experimental de
Alcafiiz. La finalidad es la posibilidad de incluir la declaracién de propiedad saludable
«los polifenoles del aceite de oliva contribuyen a la proteccion de los lipidos de la sangre
frente al dafo oxidativo» en el etiquetado de los aceites. Dado que al inicio de esta Tesis
Doctoral no existia un método oficial aplicable para el propdsito de la declaracion, se
decidi¢ utilizar inicialmente el método Folin-Ciocalteu (F-C), teniendo en cuenta la baja
contribucién de otros compuestos en los AOV con actividad reductora. Posteriormente,
con el objetivo de disponer del procedimiento mdas adecuado para la declaracion
saludable, se decidio6 aplicar el método UHPLC-DAD con hidrolisis acida, descrito por
Tsimidou et al. (2019a, 2019b) y ampliamente aceptado por la comunidad cientifica en

aquel momento.
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4.5.2. Contenido de fenoles en los aceites de oliva virgen de la seleccion clonal

de Empeltre y en otras variedades autoctonas de Aragon

En primer lugar, se determind el contenido total fendlico mediante el método
colorimétrico Folin-Ciocalteu (F-C) descrito por Vazquez et al. (1973). Los resultados se
expresaron segun el patron de calibracion utilizado, que en este caso fue el acido cafeico.
Para ello, se utilizaron las muestras de aceites obtenidas de las aceitunas recolectadas
tanto en el ensayo de seleccion clonal de Empeltre como en el ensayo de variedades. Se
discuten detalladamente los contenidos fendlicos obtenidos segun variedad y otros
factores agrondmicos en los articulos incluidos en las secciones 4.1. y 4.3. de esta Tesis

Doctoral.

A la espera de la aprobacion de un método oficial adecuado al propdsito de la
declaracion de alegacion saludable (UE, 2012), se procedid a conservar los aceites en
frascos de vidrio topacio, con atmosfera de nitrégeno, y almacenarlos a una temperatura
de -20 °C. Pero, debido al desarrollo de los acontecimientos, se optd por aplicar el
método propuesto por Tsimidou et al. (2019a, 2019b) a las muestras de aceites
conservadas. Los resultados se expresaron como la suma de los contenidos totales de
hidroxitirosol y tirosol, utilizando ambos como patrones en las respectivas curvas de
calibraciéon. Para la puesta a punto de este método, se particip6 en un ensayo
colaborativo convocado por el consorcio de investigadores del proyecto OLEUM. No fue
necesario validar el método previamente, ya que se proporcion6 un protocolo detallado
y adaptado segun la ISO 17025:2017 por parte del consorcio. Antes de la participacion,
se llevd a cabo una sesion de cualificacion impartida por OLEUM, y mediante una
muestra control proporcionada por OLEUM se procedio a la cualificaciéon y adaptacion
del gradiente cromatografico de UHPLC a HPLC, debido a la falta de disponibilidad de
la técnica requerida en el método validado. Los autores del método propuesto
describieron diferencias estadisticamente significativas en el uso de UHPLC o HPLC. A
pesar de que estas diferencias fueron pequenas, del orden de 1,03 a 1,39 veces, se

obtuvieron resultados bastante comparables. Finalmente, la eleccién de la técnica
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UHPLC fue debida a su mayor rapidez y menor gasto de disolventes, a pesar de su

menor disponibilidad en los laboratorios.

Los resultados discutidos en esta seccion provienen de las muestras de aceites de
oliva obtenidos del ensayo de seleccion clonal de Empeltre (clones 2, 3, 6 y Std) de 6
muestreos por afo durante los afos 2017, 2018, 2019 (n = 78). Ademas, se incluyeron las
muestras de AOV obtenidas en el ensayo de variedades durante las campanas 2017/18 y
2019/19 (Arbequina, n =12; Royal de Calatayud, n=9; Negral de Sabifidn, n=3). Los
resultados de ambos métodos, el ensayo colorimétrico Folin-Ciocalteu y el método de
hidrdlisis-HPLC-DAD, se expresaron en mg/20 g de aceite, tal y como indica la

declaracién de propiedad saludable, para facilitar la comparacién.

En la Tabla 4.1. y la Tabla 4.2. se presentan los contenidos fendlicos de las 102
muestras de aceites de oliva virgen analizados mediante los dos métodos mencionados
anteriormente. La mayoria de los aceites de la seleccion clonal de Empeltre presentaron
altos contenidos en fenoles, cumpliendo con los requisitos de la declaracion de
propiedad saludable «los polifenoles del aceite de oliva contribuyen a la proteccion de
los lipidos de la sangre frente al dafo oxidativo» (UE, 2012). La declaracion establece un
minimo de 5 mg/20 g de aceite en fenoles. Ambos métodos utilizados permitieron
determinar la concentracion objetivo, aunque hubo diferencias en cuanto al contenido
absoluto, especialmente en valores superiores al minimo estipulado, que se discutiran

en la siguiente seccion.
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Tabla 4.1. Contenido total de fenoles, contenidos totales en hidroxitirosol (Htir) y tirosol
(Tir) y su suma en los AOV procedentes de la seleccion clonal de Empeltre (C-2, C-3, C-
6y C-5td) de los afios 2017, 2018 y 2019. Método A: ensayo colorimétrico Folin-Ciocalteu;
método B: hidrdlisis-HPLC-DAD.

Total fenoles  Htir total Tirtotal Total fenoles

- Fecha (A) (B) (B) (Htir+Tir) (B)
Clon Ano muestreo (mg ac. cafeico/ .
20 g aceite) (mg/20 g aceite)
Clon 2 (C-2) 2017 04-oct 18,0+0,3 146+02 94+0,0 24,1+0,3
18-oct 19,5+0,0 13,6+06 73+0,5 209+1,1
07-nov 13,1+0,2 11,4+08 73+0,5 18,7+14
22-nov 13,5+0,1 11,7+0,1 7,6+0,1 19,3+0,0
29-nov 13,8+0,1 124+05 69+04 19,2+0,9
13-dic 6,4+0,2 4,7+0,2 29+0,1 7,6+0,2
2018 01-oct 14,0+0,1 9,4+0,2 41+0,1 13,6+04
15-oct 12,7+0,2 9,3+0,0 32+0,1 12,5+0,1
28-oct 8,8+0,2 6,4+0,0 2,7+0,0 92+0,1
11-nov 6,6 £0,2 6,6 £0,0 2,5+0,0 9,1+0,0
25-nov 5,6+0,2 42+0,1 2,2+0,0 6,4+0,2
11-dic 41+0,2 24+0,1 1,5+0,0 4,0+0,1
Clon 3 (C-3) 2017 04-oct 14,4+0,3 11,3£0,1 57+0,1 17,1+£0,1
18-oct 19,3+0,2 171+04 57+x0,3 229+0,7
07-nov 19,7+0,3 172+09 51+04 225+1,3
22-nov 11,3+0,0 9,0+04 4,7+0,3 13,9+0,6
29-nov 125+1,3 11,9+053 45+0,3 16,6 +0,8
13-dic 57+0,3 41+03 2,3+0,3 6,5+0,3
2018 01-oct 10,2+0,1 6,2+0,3 34+0,1 9,8+0,5
15-oct 79+0,1 6,3+0,0 32+0,1 9,7+0,1
28-oct 52+0,2 56+0,1 2,8+0,0 8,7+0,1
11-nov 2,4+0,2 2,2+0,1 1,5+0,1 3,9+0,2
25-nov 3,5+0,2 2,8+0,1 1,7+0,0 4,7+0,1
11-dic 1,7+0,1 1,1+£0,0 1,0£0,0 2,2+0,0
2019 01-oct 55+0,0 29+0,1 24+0,0 55+0,1
15-oct 40+0,1 2,8+0,1 1,9+0,0 4,8+0,1
28-oct 39+0,1 2,0+0,2 1,2+0,1 34+0,0
11-nov 34+0,1 2,2+0,1 1,2+0,0 3,7+0,1
25-nov 2,9+0,0 1,5+0,1 09+0,1 2,6+0,2
09-dic 34+0,0 2,1+0,2 1,1+0,1 34+03
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Tabla 4.1. (continuacion)

Total fenoles Htir total Tir total Total fenoles

- Fecha (A) (B) (B) (Htir+Tir) (B)
Clon Ano muestreo (mg 4c. cafeico/
Zg() o .aceite) (mg/20 g aceite)
Clon 6 (C-6) 2017 04-oct 11,6 +0,4 11,4+03 3,1+0,1 14,6 + 0,4
18-oct 13,7 +0,1 141+01 3,8+0,1 179+0,2
07-nov 9,8+0,1 79+0/4 2,6+0,1 10,6 +0,6
22-nov 11,3+0,2 11,6 +02 29+0,1 14,5+0,1
29-nov 9,0+0,1 8,0+0,9 2,0+0,3 10,1+1,2
13-dic 2,5+0,0 0,8+£0,0 09+0,1 1,7+0,1
2018 01-oct 9,0+£0,1 52+0,1 24+0,1 7,7+0,2
15-oct 8,9+0,3 51+0,2 21+0,1 7,3+0,3
28-oct 7,8+0,1 58+0,2 2,3+0,1 8,2+0,2
11-nov 7,1+£0,2 4,6+0,2 1,8+0,1 6,4+0,3
25-nov 7,6+0,1 45+0,3 1,7+0,0 6,2+0,3
11-dic 4,7+0,0 2,2+0,1 1,1+£0,0 3,3+0,1
2019 01-oct 6,1+0,1 34+0,1 3,0£0,0 6,5+0,1
15-oct 59+0,1 45+0,2 29+0,1 7,3+0,3
28-oct 3,0+04 2,2+0,2 1,2+0,1 34+03
11-nov 3,8+0,1 2,7+0,1 1,5+0,1 4,2+0,2
25-nov 3,7+0,1 2,6+0,0 1,4+0,0 4,0+0,0
09-dic 24+0,0 1,4+0,0 1,0+£0,0 24+0,0
Clon Std (C-Std) 2017 04-oct 13,5+ 0,2 12,1+ 0,3 4,5+0,1 16,7+ 0,3
18-oct 11,9+ 0,1 10,1+ 0,2 5,4+ 0,0 15,5+ 0,1
07-nov 10,2+ 0,0 9,2+ 0,2 4,4+ 0,1 13,6+ 0,3
22-nov 10,7+ 0,1 8,0£0,1 3,2+0,0 11,2+0,1
29-nov 8,9+ 0,0 7,4+ 0,0 3,0£0,0 10,5+ 0,1
13-dic 2,9+0,1 1,1+ 0,0 1,2+ 0,0 2,4+ 0,0
2018 01-oct 8,104 5,0£0,1 2,5+0,0 7,5+0,1
15-oct 8,3+ 0,0 6,2+ 0,0 2,9+0,0 9,1+0,1
28-oct 7,3+0,0 5,2+0,1 2,2+0,0 7,4+ 0,2
11-nov 4,6+0,2 3,3£0,1 1,5+ 0,1 4,8+0,2
25-nov 5,8+0,2 3,8+0,0 1,5+0,0 5,3+ 0,0
11-dic 2,9+ 0,0 1,0+0,0 0,7£0,0 1,7+0,0
2019 01-oct 7,7+0,1 97+£0,3 69+0,1 16,6 £0,3
15-oct 53+0,1 85+0,2 49+0,0 13,4+0,2
28-oct 56+0,0 6,8+0,1 41+0,0 10,9+0,1
11-nov 57+0,2 4,6+0,2 2,8+0,1 74+0,2
25-nov 6,0+0,1 54+0,0 3,1+0,0 8,5+0,0
09-dic 53+0,0 45+0,1 2,7+0,1 7,2+0,1
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Tabla 4.2. Contenido total de fenoles, contenidos totales en hidroxitirosol (Htir) y tirosol (Tir) y
su suma en los AOV procedentes de las variedades Arbequina, Royal de Calatayud y Negral de
Sabinan de los afios 2017 y 2019. Método A: ensayo colorimétrico Folin-Ciocalteu; método B:
hidrdlisissHPLC-DAD.

Total fenoles Htir total Tir total Total fenoles

. ~ Fecha (A) (B) (B) (Htir+Tir) (B)
Variedad Afo muestreo (g 4c. cafeicol '
20 g aceite) (mg/20 g aceite)
Arbequina 2017 04-oct 1,8+0,1 0600 07+0,0 1,3+0,0
18-oct 2902 ,1+00 08=+0,0 1,9+0,0
07-nov 3,2+0,0 2,6+0,2 0,7+0,1 34+0,1
22-nov 2,8+0,0 1,2+00 08=+0,0 2,0£0,0
29-nov 2,3+0,0 1,0+00 0,7+0,0 1,7+0,0
13-dic 1,5+0,0 0300 05+0,0 0,9+0,0
2019 01-oct 2,8+0,1 1,4+0,2 1,1+0,1 25+0,1
15-oct 3,6+0,1 24+03 12+02 3,6+0,1
28-oct 29+0,0 20«01 1,001 3,0£0,0
11-nov 3,8+0,1 35£00 09+00 45+0,0
25-nov 3,4+0,0 24+00 09+00 3,3+0,0
09-dic 2,6+0,1 1,9+00 07+0,0 2,6£0,0
Royal de Calatayud 2017 04-oct 46+0,3 3,1+0,1 20+0,1 51+0,0
18-oct 53+0,3 35£02 18+01 52+0,1
07-nov 43+0,1 3303 14+02 46+0,1
22-nov 3,6+0,5 2201 1,1+01 3,3+0,0
29-nov 33+0,1 21+0,0 1,0+00 3,1+0,0
13-dic 1,5+0,0 09+£00 08+0,1 1,7+0,0
2019 15-oct 52+0,1 42+00 19=+0,1 6,1+0,1
28-oct 3,7+£0,0 3403 1,1+02 45+0,0
11-nov 3,1+0,0 24+03 0803 32+0,0
Negral de Calatayud 2019 01-oct 51x0,0 28+01 1302 4,1+0,0
15-oct 3,7+0,0 26+01 13+01 4,000
28-oct 41+0,3 38+0,2 15+0,1 53+0,1
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De acuerdo con lo mencionado previamente en secciones anteriores de esta Tesis
Doctoral (4.1. y 4.3.), los contenidos fendlicos mds altos se observaron en el afio 2017.
Solo algunos muestreos realizados en diciembre, posiblemente debido a las heladas de
ese periodo, no cumplieron con los requisitos de la declaracion de salud. La mayoria de
los aceites del afio 2018 también cumplieron con la declaracion, aunque presentaron
concentraciones mas bajas. En cambio, solo los aceites tempranos de la campana 19/20,
cosechados en octubre, presentaron contenidos de fenoles superiores a 5 mg/20 g de
aceite. El clon Std fue la excepcion, ya que todos sus aceites cumplieron con la
declaracion, mostrando contenidos totales de tirosol muy elevados en comparacion con
las demds muestras. El clon 2 fue el de con el contenido fendlico mas alto, aunque no se

analizd durante el afio 2019.

En cambio, pocos aceites del ensayo de variedades presentaron contenidos
fendlicos superiores a 5 mg/20 g de aceite. Especificamente, ninguno de los aceites de la
variedad Arbequina alcanzd el contenido objetivo, y solo los aceites de Royal de
Calatayud y Negral de Sabifidn en los muestreos tempranos de octubre cumplieron con
la declaracion. Las conclusiones fueron similares independientemente del método de

analisis utilizado.

La Figura 4.1. muestra el contenido fendlico total obtenido en las 102 muestras de
aceites de oliva (aunque no pueden apreciarse todos los codigos de las muestras en la
figura), ordenadas de menor a mayor segun las concentraciones determinadas por el
método hidrélisis-HPLC-DAD (linea morada). Se aprecia una tendencia similar entre
ambos métodos aplicados respecto a los resultados del contenido total de fenoles
obtenidos. Ademas, se observan mayores diferencias entre los resultados obtenidos por
ambos métodos a medida que aumenta el contenido fenolico del aceite analizado. Los
aceites con contenidos fenolicos superiores a 5 mg/20 g de aceite estan conformes a la

declaracién de propiedad de salud.
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Figura 4.1. Contenido fendlico total (mg/20 g aceite) de los AOV analizados (n=102). Comparacion
métodos: F-C (curva calibracion: acido cafeico) y HPLC-DAD (curvas de calibracién de Htir y
Tir). Codigo muestra: Xx-y-zz (Xx: tipo clon/variedad; y: punto muestreo; zz: afio de cosecha).

4.5.3. Comparacion de resultados entre el ensayo Folin-Ciocalteu (sin

hidrdélisis) y HPLC-DAD (con hidrdlisis)

Para llevar a cabo la comparacion entre ambas metodologias se procedid
primeramente a realizar un estudio de las ecuaciones de regresion especificas para cada
campanfia, en las muestras de aceites de la seleccion clonal, y para cada variedad respecto
a Arbequina y Royal de Calatayud (Figura 4.2.). Tras aplicar la prueba estadistica
t-Student a las pendientes de las tres rectas de calibrado obtenidas en la seleccion clonal,
se observaron diferencias significativas entre ellas. Este hallazgo respalda la influencia
del afio de cosecha en el contenido fendlico de los AOV, tal como se ha descrito
anteriormente en secciones previas de la esta Tesis Doctoral (4.1. y 4.3.). Por el contrario,
las pendientes obtenidas para las variedades Arbequina y Royal de Calatayud no
presentaron diferencias significativas. Sin embargo, para confirmar la falta de influencia
de la variedad en este caso, se requeriria un estudio mas detallado, ya que el nimero de

muestras utilizado fue limitado.
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Figura 4.2. Correlaciones entre el contenido fenolico total determinado segin método de analisis
(Folin-Ciocalteu e hidrolisis-HPLC-DAD) en funcién de la campafia y variedad. (A) Seleccién
clonal de Empeltre, afios 2017 (n=24), 2018 (n=24) y 2019 (n=18). (B) Variedades Royal de
Calatayud y Arbequina.

Haciendo referencia a los resultados obtenidos en la seleccién clonal, se observo
que durante la camparfia 2018/19 se obtuvieron los resultados mas similares entre ambos
métodos, con una pendiente cercana a 1. Por otro lado, se encontrd que los aceites del
ano 2017, que presentaban los contenidos fendlicos mas altos, mostraron la mejor
correlacion de determinacion (R?). Ademas, las correlaciones de Pearson respaldaron las
buenas relaciones entre los resultados de ambos métodos (r27=0,969, p <0,001;

r208 = 0,910, p <0,001; r2019 = 0,844 p <0,001; 2017-2019)

La comparacion global entre los dos métodos aplicados se presenta en la Figura
4.3, donde se muestran todos los resultados obtenidos, incluyendo los tres afos de la
seleccion clonal de Empeltre a pesar del efecto interanual mencionado anteriormente, asi
como los resultados de las variedades Arbequina, Royal de Calatayud y Negral de

Sabifian.
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Figura 4.3. Comparacién global del contenido fendlico total determinado segiin método de
analisis (Folin-Ciocalteu e hidrolisis-HPLC-DAD).

Se encontrd una correlacion significativa entre ambos métodos (rconjunta = 0,969,
p <0,001) con una correlaciéon de determinacion muy aceptable (R? =0,9393), incluso al
considerar posibles variaciones en los perfiles fendlicos de los aceites debidas a efectos
ambientales (como los efectos interanuales de las cosechas), genéticos y de maduracion
de los aceites analizados. Estudios previos han descrito correlaciones similares entre el
método colorimétrico F-C, utilizando 4cido cafeico u otros patrones para la
cuantificacion, y otros métodos globales como HPLC-DAD, e incluso especificos por

LC-MS (Alessandri et al., 2014; Olmo-Garcia et al., 2019).

En promedio, el método hidrolisis-HPLC-DAD arrojo resultados 1,19 veces
mayores que el método colorimétrico (F-C), lo cual concuerda con lo reportado por otros
autores (Ricciutelli et al., 2017; Olmo-Garcia et al., 2019). Aunque los resultados del
analisis grafico demuestran una correlacion entre los métodos y se observan tendencias
similares, se hallaron diferencias significativas entre ellos, al aplicar el analisis estadistico
t-Student para muestras pareadas, al igual que describieron Tsimidou et al. (2019b) en la
validacion del método cromatografico utilizado en este estudio. Estos mismos autores
declararon que el ensayo F-C no puede respaldar la declaraciéon de salud. Las diferencias

halladas pueden deberse principalmente al uso de diferentes patrones en las
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calibraciones y posiblemente a la especificidad variable del reactivo F-C para las
diferentes especies fendlicas (Alessandri et al., 2014; Olmo-Garcia et al., 2019). Otros
autores no encontraron diferencias significativas al aplicar métodos similares, pero
reportaron resultados respecto al mismo patrén, y expresaron opiniones favorables
sobre el potencial del método F-C como una alternativa rapida, incluso sin hidrolisis

acida, (Reboredo-Rodriguez et al., 2016; Ricciutelli et al., 2017; Olmo-Garcia et al., 2019).

Por otro lado, al realizar el andlisis estadistico t-Student para muestras pareadas
en el conjunto de resultados con valores inferiores a 5,0 mg/20 g de aceite (n = 31), no se
encontraron diferencias significativas. Esto sugiere que el método F-C podria ser
utilizado como un método de cribado por su rapidez y bajo coste respecto al método

hidrolisis-HPLC-DAD.

4.5.4. Contenido de hidroxitirosol y tirosol en los AOV

Por otro lado, se observé que el contenido total de hidroxitirosol (libre + formas
ligadas) fue considerablemente mayor que el contenido total de tirosol (libre + formas
ligadas). Mientras, los contenidos en sus formas libres fueron muy bajos, como se
muestra en la Tabla 4.1. y Tabla 4.2. La Figura 4.4. ilustra la evolucién de los contenidos
de las formas ligadas de tirosol e hidroxitirosol y la suma de sus formas libres,
expresados en porcentaje relativo, en funcion de la maduracién de las aceitunas
(muestreos del 1 al 6; ver fechas de muestreos en Tabla 4.1.) durante las campafias 2017,
2018, 2019 en los aceites de la seleccion clonal (A. clon 2; B: clon 3; C: clon 6; D: clon Std).
En lineas generales, se observo que los contenidos relativos de las formas libres de Htir
y Tir aumentaron en el aceite segin la maduracion de la aceituna, aunque su importancia
es minima comparado con las formas ligadas. Los aceites de la campafia 2019
presentaron contenidos relativos mas altos de HTir y Tir libres en comparacion con los
contenidos de la campafia 2017. No se observo una tendencia clara en los contenidos
relativos de las formas ligadas de Htir y Tir segtin avanzo la fecha de muestreo, excepto
en los ultimos muestreos, especialmente en los de la camparia 2017. En estos aceites, el
contenido fenodlico cayé drasticamente, presumiblemente a consecuencia de las heladas

que precedieron a esos muestreos. En estas situaciones, los aceites presentaron menores
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diferencias entre los contenidos de las formas ligadas de Htir y Tir, incluso el contenido
relativo de las formas ligadas de Tir sobrepaso a las de Htir. Las formas secoirideas de
los fenoles del AOV sufren hidrdlisis, lo que produce acido elendlico y fenoles simples
como tirosol e hidroxitirosol. Este fenomeno ocurre de forma espontanea y se utiliza para
evaluar la «frescura» del aceite de oliva mediante la medicion del porcentaje de hidrdlisis
(calculado como la suma de los dos fenoles simples en relacion al total de fenoles), ya

que aumenta con el tiempo (Mulinacci et al., 2006).

2017 2018
0, o,
100 %, 4 . _ - 90 100 % _ _ _ Y%
mmDerivados Htir mm Derivados Tir M Derivados Htir m Derivados Tir
%0 — Htir+Tir libres 8 80 — Htir+Tir libres 8
60 6 60 3
40 4 40 4
20 2 20 2
0 0 0 a
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
. 2017 o 2018 . 2019
100 % o/ 10 100 % o410 100 %, 9/ 10
mDerivados Htir mDerivados Tir A) M Derivados Htir M Derivados Tir / m Derivados Htir mDerivados Tir A)
80 — Htir+Tir libres s 80 — Htir+Tir libres M 80 — Htir+Tir libres 8
60 6 60 6 60 6
40 4 40 4 40 4
20 2 20 2 20 2
0 0 0 0 0 0
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Figura 4.4. Evolucion del contenido total (%) de (1) Htir + Tir libres, (2) formas ligadas de Htir y
(d) formas ligadas de Tir a lo largo del periodo de muestreo (octubre a diciembre) en los afios
2017, 2018, 2019. Muestras de AOV de clon 2 (A), clon 3 (B), clon 6 (C) y clon Std (D).
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Figura 4.4. (Continuacién).
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La Tesis Doctoral se ha estructurado en torno a cinco objetivos, establecidos al
inicio de la investigacion. Entre los objetivos planteados, cuatro de ellos se han centrado
en analizar la variabilidad generada por factores agrondmicos, como la genética, el
ambiente o el entorno y la maduracion, en relacion a las caracteristicas de la aceituna, asi
como en la calidad y composicion quimica de los aceites de oliva virgen. Se ha
demostrado que el ambiente o el entorno es determinante en la variabilidad de la
composicion lipidica de los aceites de oliva virgen extra, lo que permite diferenciarlos
tanto o incluso mds que la genética. Ademas, se llevé a cabo un estudio exhaustivo para
comprender como los factores agrondmicos influian en la evolucion de la calidad y el
perfil lipidico de los aceites a lo largo del proceso de maduracion de la aceituna. Por
altimo, los compuestos fenolicos, como parte de la fraccion minoritaria de los aceites de
oliva virgen extra, juegan un papel crucial en la calidad nutricional de los mismos. Se ha
demostrado, en el ultimo objetivo de esta Tesis Doctoral, el cumplimiento de los
requisitos establecidos por la legislacion europea en algunos de los aceites de oliva
virgen extra de variedades autdctonas de Aragdn, lo que permite incluir la declaracion

de propiedad saludable en relacion con su contenido fendlico en su etiquetado.

El aceite de oliva virgen es el zumo oleoso de las aceitunas, por tanto, la calidad
y la produccion del aceite de oliva virgen esta intimamente ligada con las caracteristicas
de la aceituna utilizada como fruto. Es por ello, que la investigacion y el analisis del
impacto de los factores agrondmicos, entendidos principalmente como factores
intrinsecos, se ha enfocado tanto en la aceituna como en el aceite de oliva. Los factores
agronomicos intrinsecos en el cultivo del olivo se refieren a las caracteristicas inherentes
a la planta de olivo y a su interaccion con el entorno agricola. Estos factores, dificiles de
regular, como la variedad o el medio agroldgico, desempenan un papel fundamental en
el desarrollo, crecimiento y producciéon del olivo, y por tanto en el desarrollo de la

aceituna (Barranco et al., 2008).

El olivo es un cultivo milenario adaptado a las variaciones del clima

mediterraneo; sin embargo, sus procesos fisiologicos de adaptaciéon a los fendmenos
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meteorologicos pueden modular ciertas caracteristicas en el fruto que pueden conllevar
afecciones o no en la produccién o incluso en la composicion quimica del aceite de oliva
virgen. En este sentido, el estudio del medio agroldgico, como conjunto de las
condiciones edéficas y climaticas en la ubicacion en que el olivo es cultivado, es esencial

para comprender y analizar las interacciones entre el cultivo del olivo y su entorno.

Las caracteristicas genéticas, inherentes de la variedad elegida en la plantacion o
incluso del clon seleccionado de una determinada variedad, influyen en aspectos clave
como la adaptabilidad a diferentes condiciones climaticas, la produccion de aceitunas,
el rendimiento graso, la composicién quimica o incluso las caracteristicas organolépticas
del aceite. En cierto modo, la seleccién adecuada de la variedad de olivo es un aspecto
critico de su cultivo, ya que diferentes variedades presentan perfiles genéticos distintos
que determinan sus caracteristicas y atributos especificos. Al elegir la variedad, se busca
optimizar la adaptacion al entorno, maximizar la produccién y obtener un aceite de oliva
con las caracteristicas organolépticas y quimicas deseadas. En esta linea, las variedades
de olivo locales brindan una serie de beneficios significativos en el contexto agricola y
en la produccion de aceite de oliva. Estas variedades, adaptadas a las condiciones
climaticas y edéficas especificas de su region, han desarrollado caracteristicas genéticas
y fisiologicas que les permiten aprovechar al maximo los recursos disponibles y

optimizar su rendimiento.

Otro factor agronémico de creciente interés es la fecha de recoleccion, la cual si
que puede ser controlada, a diferencia de los anteriores factores. La recoleccion del fruto
ha sido uno de los costes mas importantes de la explotacion de un olivar, y, el modo en
el que se realiza, tiene un impacto notorio sobre la calidad reglamentada del aceite de
oliva (UE, 2022a; COI, 2022a; Codex Alimentarius, 2021). La fecha de recoleccién deberia
ser esa ventana temporal en la que la aceituna estd en el momento dptimo de su
desarrollo; un fruto sano en el que la lipogénesis haya posibilitado la acumulacion
suficiente de aceite, y en el que la actividad enzimatica haya permitido sintetizar en
cantidades adecuadas los compuestos que conforman el perfil lipidico, como los dcidos

grasos, esteroles y fenoles. Algunos de estos compuestos quimicos son la base en la que
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se sustenta la posterior evolucion del perfil organoléptico de los aceites de oliva virgen
y su estabilidad oxidativa. Ademads, es importante considerar la conveniente
extractabilidad del fruto, es decir, la capacidad de obtener el rendimiento graso deseado
durante el proceso de extraccion del aceite. Por consiguiente, la seleccion cuidadosa de
la fecha de recoleccion de la aceituna es fundamental para obtener un aceite de oliva
virgen de alta calidad, con un perfil quimico y organoléptico éptimo, con el menor
detrimento en su rendimiento y que cumpla con los estdndares regulatorios y

expectativas del mercado y de los consumidores.

Tradicionalmente, la fecha de recoleccion de la aceituna en Aragoén ha sido tardia.
La variedad principal Empeltre, por ejemplo, tiene un patrén de maduracion muy
temprano, ademds de un doble uso comercial potencial; bien como aceituna negra de
mesa o bien como aceite de oliva. Por ello, las aceitunas, se han recolectado muy
maduras. Esto ha hecho que los aceites de oliva Empeltre se hayan caracterizado
quimicamente por un bajo contenido fendlico, con una estabilidad oxidativa
media - baja, y, organolépticamente, por su frutado maduro y bajo amargor y picor
(Gracia, 2001; Gracia et al., 2009; Abenoza et al., 2019). Hoy en dia, se observa una
diversificacion en la demanda de aceites, con una tendencia creciente hacia el consumo
de aceites de oliva virgen de recogida mas temprana. Algunos consumidores buscan
aceites de oliva virgen que presenten un perfil lipidico mds saludable, asi como una
mayor complejidad e intensidad organoléptica, lo cual lleva implicito una revalorizacion
del producto en el mercado. Con el fin de profundizar en el conocimiento sobre el fruto,
su rendimiento graso y la calidad y composiciéon quimica de los aceites de oliva virgen
recolectados en etapas mas tempranas, resulta indispensable contar con una mayor

cantidad de informacion.

Teniendo en cuenta estas premisas, y para lograr los objetivos planteados sobre
el andlisis del impacto de diversos factores agrondmicos (genotipo, ambiente y fecha de
recoleccion) en la aceituna y en el aceite de oliva virgen en el contexto del olivar aragonés
(objetivos n® 1, 2 y 3), se establecieron las siguientes pautas. En primer lugar, se

seleccionaron inicamente variedades autoctonas de Aragon, algunas de ellas principales
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y otras secundarias, como: Empeltre, Arbequina, Royal de Calatayud y Negral de
Sabifidn. En cuanto a la variedad Empeltre, se decidi6 evaluar ademas la posible
variabilidad genética que podrian aportar seis clones procedentes de una seleccion
clonal previa (Tous et al., 2006; Romero et al., 2011). Las aceitunas fueron muestreadas en
una unica finca, la Finca Experimental de Cultivos Lefiosos del Gobierno de Aragon y
ubicada en Alcafniz (Teruel). La finalidad del uso de esta finca fue minimizar la
variabilidad que podria introducir el uso de diferentes ubicaciones, por consiguiente,
diferentes climas, condiciones edéficas, practicas agrondmicas y fendmenos
meteorologicos, en cuanto al factor agrologico o del medio. Ademas, el muestreo de las
cuatro variedades se realizo durante las mismas campafias oleicolas, tres consecutivas
(2017/18, 2018/19 y 2019/20), con el fin de observar la influencia interanual del ambiente
en cuanto a la variabilidad causada por los diferentes fendmenos meteorolégicos. Para
estudiar la influencia de la fecha de recoleccion se decidié realizar los muestreos de todas
las variedades, de forma simultdnea y cada quince dias, desde octubre hasta diciembre,
por ser el periodo completo que abarca la recogida de la aceituna para la elaboracion de

aceites de oliva virgen en Aragon.

Los ensayos de los clones de Empeltre (ensayo clonal) y de las variedades
Arbequina, Royal de Calatayud y Negral de Sabifidn (ensayo variedades) estaban
ubicados en parcelas distintas pero cercanas dentro de la misma finca, aunque con
condiciones de riego diferentes. Los muestreos se realizaron de forma simultdnea en
todos los casos, pero, con el fin de mitigar la posible variabilidad aportada por el riego,

se opto por analizar los resultados de manera independiente para cada grupo.

Por otro lado, en el cuarto objetivo se estudiaron en conjunto los factores
genéticos y ambientales, variando esta vez la ubicacion de los olivares estudiados. Los
aceites de oliva virgen extra utilizados en este estudio fueron obtenidos de distintas
almazaras o cooperativas agrarias ubicadas en las tres zonas oleicolas principales de
Aragon. Este estudio permitio no solo confirmar las hipétesis planteadas en los objetivos
anteriores, sino también demostrar la trazabilidad geografica de los AOVE de Aragon

en base a su composicion quimica.
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En el quinto objetivo, se utilizaron los ensayos de clones de Empeltre y de
variedades y sus muestreos para evaluar el contenido fenodlico de los aceites de oliva
virgen extra y determinar si cumplian con los requisitos establecidos en la declaracion

de propiedad saludable segtin el Reglamento (UE) 432/2012.
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5.1. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE FACTORES AGRONOMICOS
(GENETICOS, AMBIENTALES Y MADURACION) SOBRE LAS
CARACTERISTICAS DE LAS ACEITUNAS DE VARIEDADES
AUTOCTONAS DE ARAGON DESTINADAS A ALMAZARA

El primer objetivo consisti6 en el estudio de la variacion de ciertas caracteristicas
en la aceituna considerando factores agrondmicos como la variedad, el clon, la campana
oleicola y la fecha de muestreo. Se llevaron a cabo analisis de parametros clave como el
peso del fruto, el indice de maduracion, el rendimiento graso y la extractabilidad en las
muestras de aceitunas obtenidas de diferentes clones de la variedad Empeltre, asi como
de las variedades Arbequina, Royal de Calatayud y Negral de Sabifidn. Los resultados

obtenidos se encuentran recogidos en los articulos de las secciones 4.1. y 4.3.

Considerando en primer lugar los clones de Empeltre, el rango del indice de
madurez en las aceitunas muestreadas a lo largo de las tres campanias oscil6 entre los
valores 0,6 (piel verde amarillenta) y 6,1 (piel negra y pulpa morada sin llegar al hueso)
aumentando progresivamente a lo largo de la cosecha (Figura 1.22) (Tabla 2, articulo
4.1.). El andlisis factorial de la varianza (ANOVA) realizado al conjunto de indices
obtenidos con el objeto de evaluar la posible variabilidad generada por las tres variables
agrondmicas (clon, ano y fecha de cosecha), y sus interacciones, sobre este parametro
determind que la fecha de cosecha fue el factor de mayor contribucion significativa
(Tabla 3, articulo 4.1.). Este resultado respalda los hallazgos previamente publicados por
otros investigadores (de la Rosa et al., 2013; Fernandez-Cuesta et al., 2013). Durante el
periodo otofial, que coincide con la cosecha de la aceituna en Espafia, se producen de
manera notable los principales cambios en la pigmentacion de la piel y la pulpa como
parte de los procesos fisiologicos que experimenta este fruto durante su maduracion. El
ano fue otro factor que tuvo un efecto significativo, mientras que el clon o las posibles
interacciones entre los factores no tuvieron significacion alguna. Los indices de madurez

en la campana 18/19 fueron significativamente menores (Tabla 3, articulo 4.1.),
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observandose pigmentaciones mas bajas tanto al inicio como al final de la cosecha,
alrededor de 1 y 4 respectivamente, en comparacion con las otras dos campanas
estudiadas (Tabla 1, Anexo). Asi, en las campanas 17/18 y 19/20, la pigmentacion de las
aceitunas experimentd un aumento progresivo desde valores iniciales alrededor de 2
hasta alcanzar los valores finales entre 5 y 6. Cabe destacar que la velocidad de aumento
en la pigmentacion fue mayor en 2017, cuyo otonio fue especialmente seco (Tabla 1,
articulo 4.1.). Quizas las temperaturas medias mas bajas y las mayores precipitaciones
en octubre de 2018 podrian haber ralentizado el proceso de pigmentacion de la aceituna
durante ese ano (Deiana et al., 2019) (Tabla 1, articulo 4.1.). Otros autores, relacionan la
carga del olivo con la pigmentacion de los frutos. Por ejemplo, Beltran et al. (2008) indico
que el nivel de carga del olivo, significativamente mayor en 2018, podria retrasar la
maduracion por inhibicion parcial de antocianinas. Trentacoste et al. (2010), por otro
lado, observo que la tasa del cambio de color dependia de la carga de frutos del olivo y
recomendo calibrar el indice de madurez para afios de alta y baja carga de frutos. Segin

sus resultados, afios de mayor carga equivalen a una pigmentacién menor.

En las campanas 17/18 y 19/20, se observaron valores de indice de maduracién
mas bajos en las variedades Arbequina, Royal de Calatayud y Negral de Sabifan en
comparacion con los clones de Empeltre (Figura 2., articulo 4.3.). Durante el otofio de
2017, solo fue posible muestrear las variedades Arbequina y Royal. No llegaron a
alcanzar la coloracion negra-violacea total del fruto, como si lo hizo la variedad Empeltre
ya que, hacia mediados de diciembre, al finalizar el muestreo, ambas variedades
presentaron un indice de alrededor de 3 (con la piel rojiza o morada en mas de la mitad
del fruto), lo que indicaba el final del envero en esa fecha. Este mismo valor fue el
maximo alcanzado por las aceitunas de Arbequina al final del muestreo de 2019. La
variedad Negral de Sabifan solo tuvo produccion durante el afio 2019, debido a su
marcada veceria. Esta circunstancia, a su vez, hizo que no se pudiera completar su
muestreo hasta diciembre, al igual que la variedad Royal de Calatayud. Ambas
variedades mostraron indices mas altos en comparacion con Arbequina en las mismas

fechas de muestreo. Por ejemplo, a finales de octubre, los indices de maduracién fueron
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2 (inicio de envero), 3 (final de envero) y 4 (piel negra y pulpa blanca) en Arbequina,

Royal de Calatayud y Negral de Sabifian, respectivamente.

Otro de los parametros estudiados en la aceituna fue el peso fresco que puede ser
muy variable dependiendo de la variedad, la cantidad de agua que contenga por
fluctuaciones ambientales de humedad o incluso la carga del arbol (Lavee y Wodner,
1991, 2004; Beltran et al., 2004a). Asi ocurrid en la seleccion clonal de Empeltre, donde el
peso de las aceitunas oscil6 entre 1,23 y 4,24 g en todo el muestreo realizado durante los
tres afios (Tabla 2, articulo 4.1.). El andlisis de la varianza (ANOVA) realizado reveld que
multiples factores agronomicos influyen en el peso de la aceituna (Tabla 3, articulo 4.1.).
Sin embargo, la principal fuente de variabilidad se atribuy6 a la campana oleicola.
Hernandez et al. (2021a, 2021b) describié que la expresion de diversos genes que
contribuyen a la sintesis de aceite en la aceituna esta en cierto modo regulada por
factores ambientales. En este sentido, la campana 2019/20 se caracterizd por la
produccion significativa de aceitunas de mayor peso. Esta circunstancia podria ser
debida a la menor produccién y carga del arbol ocurrida en la variedad Empeltre
durante este afio oleicola, cuyo otofo fue de los de mayor pluviometria de las campanas
estudiadas (Tabla 1, articulo 4.1.). El clon, al igual que la interaccion entre este factor y el
ano, mostrd un efecto significativo en el peso fresco del fruto destacando los clones
numero 3 y el agrupado Std por tener mayor peso. Por otro lado, a pesar de que el efecto
de la fecha de cosecha fue estadisticamente significativo sobre el peso de la aceituna, su
impacto fue muy limitado, posiblemente debido a que el aumento de peso durante la
lipogénesis se equilibra con la pérdida de humedad que ocurre después de la

acumulacion de aceite (Beltran et al., 2004a).

Arbequina fue la variedad muestreada, incluyendo a los clones de Empeltre, con
menor peso de fruto, oscilando entre 0,96 y 1,57 g durante el periodo comprendido entre
octubre y diciembre de los afos estudiados, 2017 y 2019 (Figura 2, articulo 4.3.). La
aceituna de Royal de Calatayud present6 un rango de peso entre 2,6 y 4,7 g en las dos
campanas, mientras que Negral de Sabifan, en octubre de 2019, tuvo un peso

aproximado de 3,97 g. En ese mismo afo, Royal de Calatayud mostrd pesos superiores,
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alrededor de 4,40 g, en comparacion con Negral de Sabifan en las mismas fechas de
muestreo, e incluso mayor que los pesos registrados en las mismas fechas de 2017. Este
aumento de peso en Royal de Calatayud entre campanas podria deberse principalmente
a la escasez de frutos en el arbol en 2019, y quizas también sumado a la mayor cantidad
de precipitaciones otonales en 2019 en comparacion con 2017, ya que el peso del fruto de
Arbequina fue solo ligeramente superior en 2019, conclusion que respalda la generada

en el estudio del peso del fruto en los clones de Empeltre.

El rendimiento graso de la aceituna, es decir, la cantidad de aceite que puede
extraerse de ella, es un factor crucial para los agricultores, ya que afecta
significativamente a la rentabilidad y al valor econdmico del olivar (Dag et al., 2011). Para
determinar el momento Optimo de cosecha, es conveniente vigilar el perfil de la
acumulacion del contenido de aceite en relacion al peso seco (GSS), evitando asi la
influencia de la humedad ambiental causada por el régimen hidrico o inclemencias
meteoroldgicas en el peso del fruto (Beltran et al., 2008; Navas-Lopez et al., 2019, 2020).
Sin embargo, para las almazaras, estimar el rendimiento graso en fresco (GSM)
conjuntamente con la humedad (HUM) puede ser mas 1til con el fin de optimizar la

extraccion de aceite y evitar la formacion de pastas dificiles (Trentacoste ef al., 2010).

El rendimiento graso sobre seco (GSS) en la seleccion clonal de Empeltre mostro
durante el muestreo un amplio rango, con valores que oscilaron entre 28,6% y 54,0%
(Tabla 2, articulo 4.1.). Los resultados fueron similares a los obtenidos en estudios
preliminares anteriores de la selecciéon clonal (Tous et al., 2006), pero inferiores a los
obtenidos en el ensayo clonal comparativo ubicado en Catalufia (Romero et al., 2012). La
dispersion de los resultados fue menor en el GSS, al no influir el contenido de humedad,
en comparaciéon con el rendimiento graso sobre peso fresco (GSM), que tuvo valores
entre 11,4% y 33,2%. El contenido de aceite, expresado en términos de peso fresco,
coincide con la variacidn indicada en otros estudios, entre el 10% y el 35% (Vossen, 2005).
La fecha de cosecha, coincidiendo con los resultados descritos por de la Rosa et al. (2013),
y la interaccién entre el clon y el afio fueron los principales factores que influenciaron

sobre la variabilidad en el GSS (Tabla 3, articulo 4.1.). También fueron significativos los
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factores ano y clon. En el caso del GSM, los factores mas relevantes fueron la campana
oleicola y la fecha de cosecha (Tabla 3, articulo 4.1.). Asi, el afio 2017, con un otofio
especialmente seco y con unas condiciones ambientales que provocaron aun mas
perdida de la humedad de la aceituna, registrd el mayor rendimiento graso, con un
promedio de 44,2% de GSS y un 24,0% de GSM y, por el contrario, un contenido de agua
significativamente menor (45,8%). La campafia 2017/18 también fue, en promedio, la de
mejor extractabilidad de aceite en Abencor® de las aceitunas de la seleccion clonal (60%)
(Tabla 1, Anexo), aunque suele existir un bajo grado de correlacion entre el contenido en
aceite del fruto en peso seco y el aceite extraido (Lavee y Wodner 1991; Rallo et al. 2005).
El contenido de humedad promedio en las aceitunas de las campanas 2018/19 y 2019/20
alcanzo el 58% lo que propicio la formacion de «pastas dificiles» (Tabla 3, articulo 4.1.).
En las tres campanas oleicolas, se utilizo idéntico proceso de extraccion en el Abencor®,
independientemente del rendimiento graso obtenido y de la humedad. Probablemente,
no optimizar la extraccion mediante adicion de talco en algunas de las pastas demasiado
htimedas de los afios 2018 y 2019, afectd en la extractabilidad del proceso (Motilva et al.,
2000; Vossen, 2005; Di Giovacchino, 2013).

El rendimiento graso sobre materia seca (GSS) en las aceitunas Arbequina
durante las campanas 17/18 y 19/20 (29,2-42,6%) fue menor que en Royal de Calatayud
(49,1-57,6%) y Negral de Sabifian (43,9-50,1%), a pesar de no poder completarse los
muestreos en estas dos ultimas variedades y determinar con certeza si se alcanzo o no el
maximo en 2019 (Figura 3, articulo 4.3.). Aunque los ensayos (clonal y variedades) tenian
diferente tratamiento de riego y no ha podido realizarse una comparacion estadistica
rigurosa entre ambos, las dos variedades locales destacan por su alto rendimiento frente
a Empeltre y Arbequina en la investigacion realizada. En cuanto a la afeccion interanual
en Arbequina, fue significativa en los pardmetros GSM y HUM, pero no en GSS lo que
corrobora el uso del rendimiento graso sobre materia seca (GSS) como indicador del

rendimiento graso sin interferencias ambientales anuales.

Observando las correlaciones entre los parametros analizados en las aceitunas en

la seleccion clonal, y aunque el indice de madurez no sea un indicador muy fiable de
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como la maduracion progresa (Beltran et al., 2004a), se hallaron correlaciones positivas
entre la pigmentacion respecto al rendimiento graso (GSS, r = 0,812; GSM, r = 0,769) en
la seleccion clonal de Empeltre estudiada, quizas porque en este caso los parametros
estan influenciados principalmente por factores ambientales y no por el clon. Las escasas
diferencias genéticas entre los clones podrian tener mucho menor peso en el indice de
madurez que las existentes entre variedades. No hubo correlacion alguna entre el peso
fresco del fruto con el rendimiento graso como si que describen algunos autores en otras

variedades (Trentacoste et al., 2010; de la Rosa et al., 2013; Navas-Lopez et al., 2020).

En general, respecto a los resultados obtenidos en la seleccion clonal de Empeltre,
destaca una baja influencia del clon en las caracteristicas del fruto, de forma similar a las
conclusiones entresacadas de la seleccion clonal realizada en Arbequina (Tous et al.,
2005). En cambio, los factores abidticos, como pueden serlo la temperatura, la humedad,
la radiacion solar, etc. han condicionado a la aceituna en su maduraciéon (Navas-Lopez
et al., 2019; Navas-Lopez et al., 2020). Serian necesarios estudios mas exhaustivos
respecto a la influencia de los factores abiodticos para dilucidar sus efectos sobre la
aceituna. Adicionalmente, tres de las cuatro variedades cultivadas en la misma finca:
Empeltre, Arbequina y Royal de Calatayud, alcanzaron el contenido maximo de aceite
(peso seco) en fechas similares segtin la campana, en general a mediados de noviembre,
independientemente del indice de maduracion logrado. El maximo de GSS no pudo
determinarse con fiabilidad suficiente en Negral de Calatayud al no tener suficientes
muestreos. Este hallazgo incide sobre la no conveniencia del uso del indice de
maduracion como parametro para determinar el momento dptimo de recoleccion en el
olivar, si el objetivo es la obtencion del maximo rendimiento (Beltran et al., 2004a, 2008;

Trentacoste et al., 2010).

313



Resultados y Discusion

5.2. ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LA CALIDAD Y PERFIL
LIPIDICO DE LOS ACEITES DE OLIVA VIRGEN EXTRA DE
VARIEDADES AUTOCTONAS DE ARAGON DESTINADAS A
ALMAZARA A LO LARGO DE LA MADURACION DEL FRUTO Y
SU EFECTO EN LA OBTENCION DE ACEITES DE OLIVA
DIFERENCIADOS

Los resultados obtenidos en el desarrollo del presente objetivo se encuentran

recogidos en los articulos de las secciones 4.1., 4.2. y 4.3.

Los cambios fisioldgicos y bioquimicos que tienen lugar durante el proceso de
maduracion de la aceituna no solo implican modificaciones en las caracteristicas del
fruto, sino que también conllevan alteraciones en la composicion quimica de los aceites
de oliva virgen. En términos generales, se espera que el aceite de oliva virgen, obtenido
siempre a partir de aceitunas sanas y procesado y conservado adecuadamente, cumpla
con los criterios de calidad establecidos por las regulaciones para la maxima categoria,
virgen extra (UE, 2022a; COI, 2022a; Codex Alimentarius, 2021). Mediante el estudio de
la evolucion de los compuestos quimicos presentes en el aceite, es posible identificar el
momento Optimo de cosecha que garantice aceites de oliva con perfiles lipidicos de
mayor calidad nutricional y una mayor estabilidad, y asi poder adelantar o retrasar la
fecha de cosecha dentro del periodo previsto. De este modo, adquirir conocimiento sobre
la composicion quimica de los aceites de oliva virgen en funcion del momento de la
cosecha permite a los agricultores posicionarse en un sector oleicola competitivo al

obtener un producto diferenciado.

Por esta razon, una vez realizada la caracterizacion de los pardmetros en las
aceitunas muestreadas en el primer objetivo, se llevo a cabo la extraccion del aceite de
oliva virgen en el laboratorio utilizando el método Abencor®, con el fin de estudiar la

evolucion de las caracteristicas fisicoquimicas y de la composicion lipidica de los aceites
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de oliva virgen obtenidos de la seleccion clonal de Empeltre y de otras variedades

autdctonas de Aragon seleccionadas y muestreadas durante la maduracion del fruto.

Los parametros fisicoquimicos de todos los aceites de oliva virgen analizados
cumplieron con las caracteristicas de calidad establecidas en la legislacion europea
vigente durante el desarrollo de esta investigacion (CEE, 1991; UE, 2019) para
categorizarlos como aceites de oliva virgen extra (Tabla 2, Anexo.). Estas caracteristicas
y sus limites no fueron modificadas tras la aprobacion de la legislacion vigente, en lo que
concierne a la categoria virgen extra, en el momento de la discusiéon de los resultados

(UE, 2022a).

En el estudio de seleccion clonal de Empeltre, se observaron porcentajes de acidez
muy bajos (0,09-0,26% ac. oleico), de acuerdo con lo esperado para aceitunas sanas. Estos
resultados son similares a los obtenidos por otros investigadores en Empeltre en estudios
previos (Gracia, 2001; Gracia y Marco, 2010). En algunos clones, y no en todas las
campanas, se observo un aumento de la acidez en los ultimos muestreos, lo cual puede
atribuirse a la lipolisis enzimatica, proceso mediante la cual los triglicéridos se hidrolizan
y aumentan los dcidos grasos libres (Martinez Suarez, 1973). A medida que avanza la
maduracion del fruto, las lipasas enddgenas presentes en el fruto aumentan su actividad,
lo que implicaria mayor acidez, siendo mas pronunciado su efecto en frutos que han
sufrido golpes o han sido picados por insectos. Sin embargo, la evolucion de la acidez
en los aceites analizados en relacion con la maduracion no arrojé resultados
concluyentes. Otros autores han descrito incremento de la acidez en relaciéon con la
maduracion (Salvador et al., 2001; Dag et al., 2011; Benito et al, 2013), sin embargo,

también se han descrito resultados sin una tendencia aparente (Abenoza et al., 2015b).

Los parametros utilizados para evaluar la oxidacion de los aceites de oliva, como
el indice de perdxidos y los coeficientes de absorcion ultravioleta (Koo y Kos),
disminuyeron en la mayoria de los muestreos realizados durante el proceso de
maduracion de la aceituna, lo cual coincide con algunos estudios previos (Salvador et al.,
2001; Dag et al., 2011; Benito et al, 2013), aunque de manera variable. En general, los

valores del indice de peroxidos fueron inferiores a 10 meqO2/kg, excepto en el clon Std
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durante la campana 2019/20, aunque aun se mantuvieron por debajo de 15 meqO:/kg.
No se observé una correlacidn entre este parametro y la maduracion, medida en dias de
cosecha transcurridos, ni tampoco segun el indice de maduracion. Sin embargo, es
posible que la falta de correlacion se deba al aumento significativo del indice de
perdxidos en los aceites muestreados en la primera quincena de diciembre de 2017,
después de varios episodios de heladas en la finca donde se realizd el estudio clonal. El
dafio por heladas en la aceituna se traduce en una pérdida de estabilidad a la oxidacion,
relacionado con la disminucion en la concentracion de la mayoria de los compuestos
fenolicos, especialmente los derivados secoiridoides (Rallo et al., 2018). Otros aumentos
en el indice de perdxidos se han asociado con un incremento en la actividad de la enzima
lipoxigenasa (Salvador et al., 2001; Baccouri et al., 2008). El pardmetro K3, utilizado para
evaluar la oxidacion primaria de los aceites, al igual que el indice de peréxidos, mostro
una clara disminucion a medida que avanzaba la maduracion, al igual que el parametro
Kz, que mide la oxidacion secundaria. Ambos pardmetros mostraron correlaciones
negativas significativas con la maduracion, especialmente Ko (r20718=-0,916;
r201819 = —0,711; 1201819 = -0,738). No se encontrd una correlacion entre los parametros de

oxidacion primaria, es decir, el indice de peroxidos y Kas.

En relacion a los resultados de los pardmetros que evaluaron la calidad
fisicoquimica de los aceites de las variedades Arbequina, Royal de Calatayud y Negral
de Sabinan (Tabla 1, articulo 4.3.), se observaron, en general, valores mas bajos en los
cuatro parametros en comparacion con los obtenidos en la seleccion clonal de la variedad
Empeltre. Sin embargo, se encontrd una excepcion en la acidez de los aceites de la
variedad Royal de Calatayud (0,10-0,41% &c. oleico), especialmente durante la campafa
2019/20. En las cosechas de Arbequina y Royal de Calatayud del afio 2017, se observo un
aumento en el indice de perdxidos en el tltimo muestreo, al igual que ocurri6 en general
con la variedad Empeltre. Este aumento podria estar relacionado, como se ha
mencionado, con los efectos de las heladas ocurridas ese ano. Los aceites de la variedad
Negral de Sabifian mostraron los valores mas bajos de indice de peroxidos, Kooy Ko en
comparacion con todos los aceites muestreados, incluidos los clones de la variedad

Empeltre, durante el mes de octubre de 2019, cuando se pudo realizar el muestreo de
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esta variedad. Por otro lado, la evolucion de los parametros fisicoquimicos de calidad en
el ensayo de variedades no fue tan clara como en el ensayo clonal. Solo se observé una
disminucion evidente en el pardametro Kz de la variedad Royal de Calatayud durante
la campana 2017/18, en relacién con la maduracion, y se encontrd una correlacion
significativa tanto con los dias de cosecha (rdas=-0,957) como con el indice de

maduracion (riv = —0,978).

La amplia variedad de compuestos quimicos presentes en los aceites de oliva
virgen dificulta la caracterizacion exhaustiva de cada uno de ellos, especialmente al
considerar multiples factores que generan variabilidad. Por lo tanto, se decidid
seleccionar y estudiar aquellos compuestos que podian influir tanto en la autenticidad,

es decir, en la calidad reglamentada, como en la calidad nutricional del aceite.

Dentro de la legislacion europea y de otras normativas aplicables (UE, 2022a;
COl, 2022a; Codex Alimentarius, 2021), las caracteristicas de pureza incluyen la
composicion de acidos grasos y esteroles como herramientas para detectar posibles
adulteraciones en los aceites de oliva virgen, como por ejemplo la mezcla con otros
aceites vegetales (Aparicio et al., 2013; Garcia-Gonzalez et al., 2017; Conte, 2020a; Conte
et al., 2020b). Estos compuestos también son utiles para la identificacion varietal, ademas
del origen geografico, de los aceites de oliva (Garcia-Gonzdlez, et al., 2009; Aparicio y
Garcia-Gonzaélez, 2013; Bajoub et al., 2015). Dado que la mejora genética de las semillas
ha ocasionado cambios significativos en la composicion de dcidos grasos de ciertos
aceites vegetales, se ha incrementado el interés en la composicion de esteroles como
indicador de la autenticidad de los aceites de oliva en los ultimos anos (Conte et al.,

2020b).

La composicidn de acidos grasos de la seleccidon clonal de Empeltre analizada en
tres campafias consecutivas a lo largo del proceso de maduraciéon (Tabla 3, Anexo),
mostrd resultados conformes en todos los muestreos de acuerdo con la legislacion
europea vigente durante el periodo de investigacion (CEE, 1991; UE, 2019) y las distintas
normas comerciales aplicables al aceite de oliva del Consejo Oleicola Internacional

(CQI), las cuales se actualizan anualmente (T.15/NC No 3). Los rangos en los que se
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encontraron los principales acidos grasos son consistentes con los informados por otros
investigadores para la variedad Empeltre. Sin embargo, a diferencia de este estudio, que
realizo muestreos en seis fechas diferentes entre octubre y diciembre, en la mayoria de
los estudios previos de otros autores no se consider6 la evolucion de los acidos grasos
segtn la maduracion de la aceituna. Se han descrito valores especificos para estos acidos
grasos en diferentes etapas de maduracion o épocas de cosecha (Tous et al., 2006; Romero
et al., 2011; Gracia et al., 2009; Mousavi et al., 2019) y en diversos entornos de cultivo
(Mousavi et al., 2019). Gracia y Marco (2010) presentaron resultados basados en la
maduracion durante tres campafas, pero se enfocaron exclusivamente en el dcido
linoleico y en la relacidn entre dcidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados (M/P).
Ademads, la composicion de 4cidos grasos determinada en la variedad Arbequina
también concuerda con lo descrito previamente por otros autores (Gracia et al., 2009;

Benito et al., 2013; Montano et al., 2016).

Se han observado diferentes tendencias en la evolucién de los principales acidos
grasos en diversas variedades de acuerdo con el grado de madurez de las aceitunas y
algunas fluctuaciones han mostrado inconsistencias interanuales debido a interacciones
entre los efectos de la fecha y el afio de cosecha como se discutira en el siguiente objetivo
(Gutiérrez et al., 1999; Beltran et al., 2004b, 2008; Baccouri et al., 2008; de la Rosa et al.,
2013; Deiana et al., 2019) (Figura 1, articulo 4.1.; Tabla 2, articulo 4.3.). En este estudio, se
encontrd una disminucion del acido palmitico, en todos los clones y en las tres campanas,
como ya se ha descrito en diferentes variedades (Beltran et al., 2004b, 2008; Uceda et al.,
2008; Dag et al., 2011; Benito et al., 2013). Lo mismo ocurrié con el dcido palmitico en las
variedades Arbequina y Royal de Calatayud. En general, se observo una tendencia a la
disminucion del dcido estedrico y el 4cido linolénico a medida que avanzaba la camparia,
como se ha informado en estudios anteriores (Beltran et al., 2008; Benito et al., 2013),
excepto en el caso del 4cido estedrico en Royal de Calatayud. Por el contrario, el acido
linoleico generalmente aument6 al igual que el contenido total de &cidos grasos
polinsaturados, excepto en los clones de la campana 18/19, donde no se encontraron
diferencias significativas entre los muestreos, y en Arbequina de la campana 19/20,

donde se mantuvo més o menos constante. El acido oleico mostré resultados
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contradictorios causados por la interaccion entre efectos comentada anteriormente. En
el estudio clonal de la variedad Empeltre, el acido oleico no presentd diferencias
significativas en relacion a la fecha de cosecha al analizar los resultados de las tres
campanas en conjunto, pero al analizar las campafnas por separado, se observd un
aumento en todos los clones, excepto en el clon 3, en la cosecha 18/19. Este acido graso
también aumento a lo largo del periodo de cosecha de 2017 en Arbequina y Royal de
Calatayud, pero se mantuvo constante durante la campana 2019/20 en Arbequina. Estas
diferencias en la evolucion del acido oleico ya han sido descritas por otros autores
(Salvador et al., 2001; Beltran et al., 2004b; Uceda et al., 2008). La relacion entre acidos
grasos mono y poliinsaturados (M/P) no mostr6 diferencias significativas en la seleccion
clonal en funcién de la fecha de cosecha, debido al valor constante del acido oleico y al
ligero aumento del &cido linoleico (Uceda et al., 2008). No se observa una evolucion clara
de este parametro en los aceites del ensayo de variedades en la campafa 2017 ni en
Arbequina durante del afio 2019. No se pudo evaluar con precision la evoluciéon de los
acidos grasos en la variedad Negral de Sabinan debido a que solo se realizaron tres
muestreos en octubre de 2019. En cierto modo, se intuye una tendencia en los aceites
tempranos de esta variedad, que consiste en una disminucion del acido oleico y un
aumento del 4cido linoleico, lo que resulta en una disminucién de la relaciéon M/P al
igual que ocurre en la variedad Royal de Calatayud en la cosecha de ese mismo afio. Es
importante destacar que, debido al nimero limitado de muestreos, estas observaciones
deben ser interpretadas con precaucion y se requieren mas estudios para confirmar estas

tendencias.

Con respecto a la relacion entre los dcidos grasos oleico y linoleico, se identificd
una correlacion negativa significativa entre ambos (r=-0.875) en los aceites de la
seleccién clonal, en linea con otros estudios (de la Rosa et al., 2013; Navas-Lopez et al.,
2020). Se ha sefialado que el aumento del 4cido linoleico y la reduccién del 4cido oleico
pueden ser atribuidos a una alta tasa de desaturacion del oleato (Hernandez et al., 2021a).
Sin embargo, se han observado diferencias en el metabolismo del 4cido linoleico segiin
el genotipo (Hernandez et al. 2020). Este hecho también se ha observado en la discusién

de este objetivo (Figura 1, articulo 4.1.). Las diferencias en el control de la relacién entre
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ambos dcidos grasos en el olivo podrian estar reguladas por las variaciones en las
especificidades de las enzimas aciltransferasa, como se documenta en la introduccion de

esta Tesis Doctoral (Hernandez et al., 2021a).

Paralelamente a la biosintesis de los triglicéridos, entre otros compuestos
quimicos, se produce la sintesis de esteroles y dioles de triterpeno, a través de multiples
rutas enzimaticas, cuya actividad esta codificada por genes especificos (Beltran et al.,
2004a; Moreau et al., 2018; Du et al., 2022). La complejidad de estas vias, ademas de la
implicacion de los esteroles en la biosintesis de otros compuestos (Venkatramesh et al.,
2003; Sakouhi et al., 2009), junto con los posibles efectos causados por estrés abidtico en
las aceitunas, un aspecto aun poco explorado (Dias et al., 2001; Du et al., 2022),
contribuyen a la variabilidad en la concentracion de esteroles a lo largo del proceso de
maduracion. En este sentido, tanto en los aceites de la seleccion clonal estudiada de la
variedad Empeltre como en los aceites obtenidos en el ensayo de variedades, estas
variaciones han demostrado ser significativas en referencia a la evolucidn de los esteroles
durante la maduraciéon de la aceituna. No obstante, se han encontrado escasas
referencias que aborden especificamente las tendencias del contenido total e individual
de esteroles durante el proceso de maduracién de la aceituna en las variedades
estudiadas en esta Tesis Doctoral (Lukié et al., 2021). Por tanto, es posible que la dindmica
de la biosintesis y acumulacion de esteroles en las aceitunas de Empeltre, Arbequina,
Royal de Calatayud o Negral de Sabifidn difiera de lo descrito hasta ahora en otras

variedades.

La concentracion total de esteroles, a pesar de mostrar diferencias significativas,
no presentd un patrén evolutivo claro en el conjunto de las tres campafias estudiadas en
la seleccion clonal de Empeltre (Tablas 3-7, articulo 4.2.). Esto podria atribuirse al afio de
cosecha, que parece ser el principal factor que contribuye a la variabilidad de este
parametro (Tabla 2, articulo 4.2.), como se discutira en el proximo objetivo. Este hallazgo
coincide con lo observado en los aceites de la variedad Arbequina del ensayo de
variedades, analizados durante dos campanas completas (Tabla 3, articulo 4.3.). Esta

observacion corrobora los resultados reportados por Salvador et al. (2001) en la variedad
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Cornicabra. Mientras algunos estudios han sefialado una disminucién en el contenido
de esteroles en el aceite de oliva atribuyéndolo al efecto de dilucién causado por el
aumento del contenido de aceite durante la lipogénesis (Gutiérrez et al., 1999; Beltran et
al., 2004b, Sanchez-Casas et al.,, 2004), otros han descrito un incremento en la
concentracion de esteroles al examinar directamente la pulpa de la aceituna
(Fernandez-Cuesta et al., 2013; Inés et al., 2019). Por otro lado, en los aceites de la variedad
Royal de Calatayud, se observéo un aumento significativo en las dos campanas

estudiadas (Tabla 3, articulo 4.3.).

Los resultados obtenidos en relacion a las dinamicas de evolucién del contenido
relativo de los principales esteroles individuales coincidieron en su gran mayoria con los
resultados recopilados por Luki¢ et al. (2021) en otros estudios realizados en aceites

monovarietales (Tablas 3-7, articulo 4.2.; Tabla 3, articulo 4.3.).

Dos de los esteroles mas importantes en el aceite de oliva, B-sitosterol y
Ab-avenasterol, mostraron una fuerte correlacion negativa tanto en el estudio de la
seleccion clonal de Empeltre (r=-0.902, p <0.01) como en el ensayo de variedades
(r=-0,991, p <0.01). Esta correlacion se explica por la actividad enzimatica que regula la
relacion entre ambos, ya que el esterol A5-avenasterol es el precursor en la biosintesis de
B-sitosterol (Gutiérrez et al., 1999; Morikawa et al., 2006; Moreau et al., 2008;
Fernandez-Cuesta ef al., 2013). Estos resultados son consistentes con estudios previos
realizados en otros aceites monovarietales de diferentes paises (Beltran et al., 2004b;
Sanchez-Casas et al., 2004; Vekiari et al., 2010; Dag et al., 2015). En general, en ambos
ensayos, se observo una ligera disminucién neta en el contenido relativo de {3-sitosterol
debido una disminucion leve durante el periodo inicial de muestreo, seguida de una
estabilizacion en su contenido (Tablas 3-7, articulo 4.2.; Tabla 3, articulo 4.3.). A su vez,
se observo una evolucion inversa en el contenido de A5-avenasterol, en linea con la
correlacion descrita con {3-sitosterol. Algunos autores han descrito contenidos minimos
de B-sitosterol, aunque maximos en A5-avenasterol, cuando las aceitunas alcanzan su
punto éptimo de maduracion en referencia al rendimiento graso expresado en materia

seca (GSS) (Salvador et al.,2001; Fernandez-Cuesta et al., 2013; Fuentes de Mendoza et al.,
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2013; Lukic et al., 2013). A este respecto, se encontrd la mejor correlacion significativa con
el parametro GSS respecto a la relacion 3-sitosterol/A5-avenasterol (r = —0,649, p <0.01)
en el estudio clonal considerando las tres campanas estudiadas. En cambio, en el ensayo
de variedades, solo se observd correlacion entre estos esteroles y GSS en el caso
especifico de la variedad Arbequina. Tanto en el contenido individual (rg-sitosterol = —0,815,
p<0.01; rasavenasteror =0,848, p<0.01) como en la relacion entre ellos
(Tp-sitosterol/5-avenasterol = —0,858, p < 0.01) mostraron correlaciones significativas respecto a

GSS.

Otro de los esteroles importantes en el aceite de oliva es el campesterol. Su
contenido relativo disminuy® a lo largo de la maduracion de la aceituna en los estadios
iniciales para permanecer relativamente constante tras el envero, en los aceites de ambos
ensayos (Tablas 3-7, articulo 4.2.; Tabla 3, articulo 4.3.). Al igual que lo comentado
anteriormente, el campesterol correlaciond negativa y significativamente con el
parametro GSS (rcones =—0,669, p < 0.01; rarequina=—0,771, p < 0.01; rroyaldecalatayud = —0,689,
p <0.05). Los aceites tempranos de Arbequina (IM: 0-1) presentaron contenidos de
campesterol ligeramente superiores a 4,0%, limite maximo regulatorio o normativo (UE,
2022a, COI, 2022a, Codex Alimentarius, 2021), para considerarlos auténticos aceites de
oliva, es decir, sin adulteracion con otros aceites vegetales o grasas animales. Esta
circunstancia también ha sido descrita por otros autores (Ceci y Carelli, 2007; Guillaume

et al., 2012).

En la revision realizada por Luki¢ et al. (2021), la mayoria de los estudios indican
un aumento en el contenido de estigmasterol durante la maduracién especialmente en
las etapas finales, aunque algunos casos no son significativos. Este aumento de
estigmasterol también se ha asociado con una disminucioén en la calidad del fruto, lo cual
se refleja en un aumento en la acidez del aceite (Gutiérrez et al., 2000; Gracia, 2001). La
tasa de aumento de este esterol entre el primer y tltimo muestreo de octubre en los
aceites de la seleccidn clonal varié segtin el afio de cosecha (2017: 22%; 2018: 252%; 2019:
97%) y no mostro correlacion con la acidez de los aceites, posiblemente debido a la baja

acidez de los mismos, en contraste con los resultados de los estudios mencionados.
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Después del aumento, se observo un periodo de estabilizacion o ligera disminucion
hasta diciembre (articulo 4.2.: Figura 2, Tablas 3-7.). Se encontré una fuerte correlacion
negativa entre el estigmasterol y el 3-sitosterol aparente (r =-0.975; p < 0.01), similar a lo
reportado en estudios anteriores con la variedad Empeltre (Gracia, 2001) y otras
variedades (Temime et al., 2007; Kycyk, et al., 2009; Lukic et al., 2013). El extraordinario
incremento del estigmasterol después del periodo de lluvias en octubre de 2018 y la
correlacion negativa de este esterol con el parametro [-sitosterol aparente, sugiere la
hipdtesis de que el estrés abidtico causado por las lluvias durante la maduracion de la
aceituna de Empeltre sea la causa de que el pardmetro de {3-sitosterol aparente presente
valores inferiores al 93% requerido segtn los criterios de pureza establecidos por la
legislacion europea (UE, 2022a) y otras normativas (COI, 2022a; Codex Alimentarius,
2021) en los aceites de oliva virgen. Aunque serian necesarios mas ensayos que pudieran

corroborar esta hipodtesis.

No se observé una tendencia clara relativa al contenido de estigmasterol en el
ensayo de variedades (Tabla 3, articulo 4.3.). No fue posible contrastar el notable
incremento de estigmasterol observado en los clones de Empeltre después de la época
de Iluvias, debido a la ausencia de muestreos durante el afio 2018 en el ensayo de
variedades. En el caso especifico de los aceites de la variedad Royal de Calatayud de la
campana 19/20, se encontrd una correlacion significativa entre el estigmasterol y la
acidez (r = 0,820, p < 0,01). Estos aceites presentaron una acidez mas elevada, alcanzando
un 0,40%. Solo la variedad Arbequina mostré una correlacion significativa entre el

estigmasterol y el 3-sitosterol aparente (r =-0.759; p <0.01).

El esterol A7-estigmastenol, a pesar de ser un esterol minoritario en el aceite de
oliva, es uno de los que junto con el campesterol presenta mas casos de incumplimiento
legislativo o normativo en los aceites de oliva virgen, lo cual puede generar
inconvenientes a la hora de demostrar su pureza como aceite de oliva. En los aceites de
la seleccion clonal de la variedad Empeltre, no se observo una tendencia clara segtin la
maduracion debido quizas a la implicacidén conjunta de otros factores en su evolucion

(articulo 4.2.: Figura 3, Tablas 3-7.). Como se detallara en la discusién del préximo
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objetivo, la evolucion de este esterol durante el periodo de muestreo estuvo modulada
por las interacciones maduracion x afio y maduracion x clon, de tal manera que el efecto
de la maduracion por si solo no fue significativo (Tabla 2, articulo 4.2). Es importante
destacar que debido al alto contenido relativo de A7-estigmastenol en los aceites de la
variedad Empeltre, cualquier aumento en su contenido podria implicar superar el limite
maximo del 0,5% establecido para los aceites de oliva. Por otro lado, tanto en la variedad
Arbequina como en la variedad Royal de Calatayud, este esterol correlaciond con el
indice de maduracidn (rarsequina =-0,786; p <0.01; IRoyaldeCatatayud = —0,764; p <0.01), y se
observo una disminucién en su contenido a medida que la aceituna maduraba (Tabla 3,

articulo 4.3.).

Otros compuestos importantes en los aceites de oliva, como los dialcoholes
triterpénicos eritrodiol y uvaol fueron analizados tinicamente en los aceites del ensayo
de variedades. Aunque se observaron diferencias significativas entre las fechas de
muestreo de los aceites de las tres variedades, no se encontrd una tendencia clara en su

evolucion (Tabla 3, articulo 4.3.).

A lo largo del proceso de maduracion de la aceituna, los aceites obtenidos
experimentan cambios significativos en la concentraciéon de compuestos fendlicos, los
cuales tienen un impacto considerable en los atributos sensoriales, la vida 1til y el valor
nutricional del aceite de oliva (Rallo et al., 2018). Todos los aceites de la seleccion clonal
de Empeltre disminuyeron significativamente y de forma lineal su contenido fendlico
durante el avance otofial de las campanas, lo que coincide con otros autores (Gutiérrez
et al., 1999; Beltran et al., 2008; Baccouri et al., 2008; Deiana et al., 2019), aunque su tasa de
descenso fue diferente segtin el ano y clon estudiado (2017: 70%, 2018: 57%; 2019: 43%).
Los aceites de Arbequina, Royal de Calatayud y Negral de Sabifan también sufrieron
un descenso en su concentracion de fenoles segiin avanzé el muestreo (Figura 4, articulo
4.3.). Arbequina, Unica variedad de este ensayo de variedades completamente
muestreada en ambas campafias, present6 una tasa de descenso similar al de la seleccién
clonal, aunque menos acusada en 2019 (2017: 72%, 2019: 29%). Royal de Calatayud

presento el mismo descenso en 2017, 68%. Este descenso en la concentraciéon de fenoles
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tan acusado, que se observa en todas las variedades al final del muestreo en 2017, podria
ser debido a las heladas que tuvieron lugar en diciembre, lo que coincide con el
incremento en el indice de perdxidos anteriormente comentado. La variedad Arbequina
mostrd especialmente un perfil de descenso diferenciado respecto al resto de variedades
estudiadas, ya que experimenté un incremento significativo en el contenido de
polifenoles durante las etapas iniciales de la maduracién, alcanzando su punto maximo
a finales de octubre o principios de noviembre, seguido de un declive posterior. Estos
resultados concuerdan con estudios previos realizados por Benito et al. (2013) en
Arbequina y otros autores en Cornicabra, Chétoui y Chemlali (Salvador et al., 2001;
Baccouri et al., 2008). En otro estudio, Uceda et al. (2008) describieron esta variacion en el
contenido de polifenoles a lo largo de la maduracién, mostrando una curva cuadratica
en la cual el punto maximo generalmente coincide con el contenido maximo de aceite en

el fruto lo que coincide con lo observado en esta Tesis Doctoral.

La estabilidad oxidativa de los aceites de oliva virgen ha sido asociada en primer
lugar con la concentracion de compuestos antioxidantes, como los fenoles, y con la
composicion de 4cidos grasos en menor medida (Gutiérrez, 1989; Aparicio et al., 1999;
Gutiérrez et al., 2001; Gracia et al., 2009). Sin embargo, en el estudio realizado en el ensayo
clonal, no se encontré6 ninguna correlacion entre la estabilidad oxidativa y estos
parametros. En contraste, en los aceites de Arbequina y Royal de Calatayud, si se
observo una correlacion entre la estabilidad oxidativa y la concentracion de fenoles
(TArbequina = 0,933; p < 0.01; rroyaldeCalatayud = 0,818; p <0.01) mayor que la descrita por otros
autores en Arbequina (Tous et al., 1997; Benito et al., 2013; Montafio et al., 2016). No hubo,
por el contrario, correlacion respecto a la composicion de acidos grasos en concordancia
con otros estudios (Aparicio et al., 1999; Montafio et al., 2016). A propdsito de la evolucion
de la estabilidad oxidativa, disminuy6 de igual manera que el contenido fenolico en la
seleccion clonal, aunque su tasa de descenso no fue tan elevada especialmente en las
campanas 2018 y 2019, afios con mayor relacion entre dcidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados (M/P), aunque no haya habido correlacion entre estos parametros.
También se observo una disminucion en la estabilidad de los aceites de Arbequina, Royal

de Calatayud y Negral de Sabifidn durante el periodo de cosecha, siguiendo un patron
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similar al de la evolucion fendlica, con un aumento inicial y posterior descenso en el caso

de Arbequina.
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5.3. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE FACTORES AGRONOMICOS
EN LA CALIDAD, EL PERFIL LIPIDICO Y AUTENTICIDAD DE LOS
ACEITES DE OLIVA VIRGEN EXTRA DE VARIEDADES
AUTOCTONAS DE ARAGON DESTINADAS A ALMAZARA Y EN
LA OBTENCION DE ACEITES DE OLIVA CON
CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS SINGULARES

Los resultados obtenidos en el desarrollo del presente objetivo se encuentran

recogidos en los articulos de las secciones 4.1., 4.2. y 4.3.

La calidad reglamentada del aceite de oliva en cuanto a sus caracteristicas
fisicoquimicas no se ve significativamente influenciada ni por la variedad de la aceituna
ni por las condiciones agroldgicas habituales si se hacen uso de unas buenas practicas en
el procesado de la aceituna y del aceite de oliva obtenido. Tampoco tienen influencia
significativa las diferentes practicas culturales agrondémicas aplicadas al olivar (Uceda et
al., 2008). Sin embargo, la calidad nutricional, referida a la composicion en acidos grasos
y la concentracion de compuestos fenodlicos, entre otros compuestos, o la autenticidad
del aceite de oliva virgen, pueden verse condicionadas tanto por factores genéticos como
agrologicos y sus interacciones (Ripa et al., 2008; Mailer et al., 2010; Li et al., 2019; Mousavi
et al., 2019; Navas-Lopez et al., 2020; Sevim et al., 2022; Torres et al., 2022; Contreras et al.,
2023).

En este contexto, se llevo a cabo una investigacion con el objetivo de analizar
cdmo diversos factores agrondmicos, tales como la variedad, el clon, la campania oleicola
y la fecha de muestreo asociada a la maduracién del fruto, pueden influir en la
variabilidad de ciertos compuestos presentes en el aceite de oliva y en su estabilidad.
Para ello, se utilizaron, como se ha hecho en el anterior objetivo discutido, los aceites de
oliva virgen extra obtenidos tras el muestreo de las aceitunas de diferentes clones de la
variedad Empeltre, asi como de las variedades Arbequina, Royal de Calatayud y Negral

de Sabifan.
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El andlisis factorial ANOVA realizado sobre la composicion de acidos grasos de
los aceites de oliva virgen extra obtenidos de la seleccion clonal estudiada revelo
informacion acerca de las fuentes de variabilidad (Tabla 4, articulo 4.1.). Los factores
examinados en este caso fueron el afio y fecha de cosecha, como factores agroldgicos o

ambientales, y el clon como fuente de variacion genética.

La composicion acidica estuvo principalmente influenciada por factores
ambientales (Navas-Lopez et al, 2020; Mousavi et al., 2019; Garcia-Inza et al., 2018). El afio
tuvo un efecto predominante en todos los acidos grasos, asi como en la relacion entre
acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados (M/P), a excepcion del acido
linolénico, que estuvo principalmente influenciado por la fecha de cosecha. En cuanto al
efecto ambiental, se han descrito asociaciones entre las fluctuaciones de las temperaturas
segun la estacion y la ubicacion del cultivar con la composicion de acidos grasos (Ripa
et al., 2008; Inglese et al., 2011; Piravi-Vanak et al., 2012; Mousavi et al., 2019). Se ha
observado que los aceites obtenidos de zonas o épocas mas célidas presentan contenidos
mas bajos de 4cido oleico, pero mayores contenidos de acido palmitico y acidos grasos
insaturados como el linoleico o linolénico (Ripa et al., 2008; Inglese et al., 2011;
Garcia-Inza et al., 2018), aunque otros tnicamente consideran el efecto del acido oleico
(Mousavi et al., 2019; Navas-Lopez et al., 2020). Esto justifica el mayor contenido de acido
palmitico y menor contenido de &cido oleico en los aceites del afio mas célido estudiado,
que fue el afio 2019. Sin embargo, en el ano 2017, que fue el menos célido, se observo un
menor porcentaje de acido palmitico en los aceites de esa cosecha de acuerdo con lo
observado en otras investigaciones, pero un mayor contenido de acido linoleico. Aunque
el contenido de acido oleico en 2017 fue mayor que en 2019, resulté menor que en 2018.
De hecho, la relacion M/P fue la mas baja de las tres cosechas debido al incremento del
porcentaje de C18:2. También se ha observado que la interaccion significativa entre los
factores genotipo y ambiente puede interferir en la asociacion mencionada
anteriormente (Inglese et al., 2011). En el estudio clonal, la interaccidn entre el clon y el
ano fue significativa paralos acidos C16:0, C18:1 y C18:2. La amplia diferencia observada
en la relacion M/P entre los afios 2017 (5,58) y 2018 (8,38) se debe principalmente a la

elevada variabilidad relativa que presentd el contenido de acido linoleico en los aceites
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analizados, ya que la variacion en el contenido del acido oleico fue mucho menor que la

del acido linoleico.

La composicidn acidica de los aceites en el ensayo de variedades también mostrd
diferencias significativas respecto al afio en Arbequina y Royal de Calatayud (Tabla 2,
articulo 4.3.). Ambas variedades presentaron mayores contenidos de acido palmitico,
menor contenido de 4cido oleico y mayor contenido de &cido linoleico, lo que result6 en
una menor relacion M/P, en el afio mas cdlido de los dos estudiados, que fue el afio 2019.
No se pudieron estudiar los efectos de las interacciones entre los factores ambiente y
variedad, por lo que no se dispone de informacion sobre si estas interacciones pudieron

ser significativas.

En cuanto al régimen hidrico del afio de cultivo, estudios anteriores han sugerido
que los veranos lluviosos resultan en un menor contenido de acido oleico en el aceite de
oliva, debido a una reduccién en la actividad enzimatica en la biosintesis de este acido
graso (Angerosa et al., 1996; Romero et al., 2003; Beltran et al., 2004b). Sin embargo, estos
hallazgos difieren de los resultados de esta Tesis doctoral, ya que se ha observado un
mayor contenido de acido oleico en los aceites de la seleccion clonal durante el afio 2018
y en los aceites del ensayo de variedades en 2017 (el afio 2018 no fue analizado en este
ensayo). Cabe destacar que ambos afios presentaron los veranos mas lluviosos de los tres
anos. Segun otro estudio realizado en aceitunas de la variedad Arbequina, se sugiere que
un mayor régimen hidrico durante la estacion otofial afecta la expresion del gen FAD2-2,
que es determinante en el contenido de dcido linoleico en la pulpa de la aceituna, lo que
resulta en un aumento de su contenido (Hernandez et al., 2009). Los aceites obtenidos de
la variedad Arbequina durante el otofio de la campana 2019/20, que fue mas lluvioso
que el de 2017/18, mostraron un mayor contenido de 4cido linoleico, lo que corrobora el
estudio descrito. Se observo un patron similar en los aceites de la variedad Royal de

Calatayud, pero no en los aceites obtenidos de la seleccion clonal de Empeltre.

Otro de los factores estudiados fue la fecha de cosecha. En la seleccién clonal no
tuvo un impacto significativo sobre el dcido oleico ni en la relaciéon M/P, pero si de forma

secundaria para el resto de acidos grasos excepto, como se ha dicho, en el linolénico que
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fue el factor principal. En el ensayo de variedades, se encontré un efecto significativo en
todos los acidos grasos, aunque no se pudo determinar si su impacto fue notable o no.
Otros autores también han descrito cambios significativos en la composicion acidica
asociados a la maduracion de la aceituna (Dag et al., 2011; Inglese et al., 2011; de la Rosa
et al., 2013; Sanchez de Medina et al., 2015). La implicacion del efecto de la maduracién
en la composicion de los acidos grasos ha sido considerada en el objetivo anterior,

referido a la evolucion en el perfil lipidico de los AOVE a lo largo de la maduracion.

Varios estudios previos han atribuido al factor genético la principal contribucion
a la variabilidad en la composicion de acidos grasos (Tous et al., 2005; Uceda et al., 2005;
Uceda et al., 2008; Ripa et al., 2008; de la Rosa et al., 2013; Mousavi et al., 2019). Estas
investigaciones han utilizado diferentes variedades, las cuales presentan una mayor
variabilidad genética en comparacion con la que podria proporcionar la selecciéon clonal
utilizada en el presente estudio. En los resultados obtenidos, aunque la diferenciacion
clonal contribuy6 significativamente a la variabilidad de todos los principales acidos
grasos, su efecto fue minimo, excepto en el caso de los acidos palmitico (C16:0) y
linolénico (C18:3). La contribucién del clon fue mas destacada para el resto de acidos
grasos cuando interactuaba con el afio, principalmente en los acidos C16:0 y C18:1,
debido a variaciones interanuales significativas observadas en algunos clones resultando
menos «plasticos», mientras que otros eran mas estables, como el clon 3 respecto al 4cido
oleico. Este tipo de interaccion sobre la composicion de acidos grasos ha sido descrita en
multiples estudios, abarcando una amplia variedad de variedades, en los cuales la
variabilidad genética provenia de la variedad en lugar del clon como en el presente
estudio (Tous et al., 2005; Mousavi et al., 2019). Podria concluirse que el clon Std presenta
mejor relaciéon M/P (7,06) por su mayor contenido en acido oleico y menor linoleico pero
los margenes que lo separan del resto de los clones son minimas, aunque significativas.
En general, los valores entre los que oscilaron los principales acidos grasos de la
seleccion clonal fueron: C16:0, 11,57-16,99%; C18:0, 1,33-2,20%; C18:1, 65,42-75,74%;
C18:2, 6,66-15,65%; C18:3, 0,67-1,01%; M/P: 4,09-10,48 (Tabla 2, articulo 4.1.).
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Se observaron diferencias significativas entre las variedades Arbequina, Royal de
Calatayud y Negral de Sabinan en términos de composicion de acidos grasos debido al
factor genético. Sin embargo, a causa del andlisis estadistico utilizado, no se pudo
determinar su contribucion a la variabilidad de la composicion de 4cidos grasos respecto
a otros factores. La variedad Royal de Calatayud presentd el mayor porcentaje de acido
oleico (75,31%) y el menor porcentaje de acido linoleico (7,42%), lo que resulté en una
mayor relacion M/P (9,84). Por otro lado, la variedad Negral de Sabifidn mostré un
menor porcentaje de acido oleico (64,48%) y un mayor porcentaje de acido linoleico
(17,12%), lo que resultdé en una menor relacién M/P (3,78), aunque se contd con un
numero limitado de muestras para esta variedad. La variedad Arbequina presentd un
mayor porcentaje de acido palmitico (14,03%), con una relacion M/P de 7,66. Estos
resultados confirman las diferencias en las capacidades varietales de las enzimas de la

oleato desaturasa descritas por Hernandez ef al. (2021a).

El 4cido linolénico merece una mencion aparte, ya que mostrd un
comportamiento distinto al resto de acidos grasos determinados en los aceites de la
seleccion clonal tras el andlisis de varianza (ANOVA). Fue el tnico dcido graso que
presenté una mayor influencia de la fecha, pero menor respecto al afio de cosecha. Esta
observacion es consistente con los hallazgos de otros estudios (Tous et al., 2005; Uceda et

al., 2005; De la Rosa et al., 2013).

Las variaciones en la composicion de acidos grasos inducidas por los factores
estudiados no fueron tan grandes como para afectar a la idoneidad comercial del aceite
segun la legislacion europea o las principales normativas comerciales en cuanto a la
autenticidad (UE, 2022a; COI, 2022a; Codex Alimentarius, 2021). Otros estudios si que
han descrito no conformidades en Arbequina en aceites argentinos respecto a los acidos

grasos palmitico, oleico, linoleico y linolénico (Ceci y Carelli, 2007).

Al igual que se llevé a cabo con la composicion de acidos grasos, se realizé un
analisis similar para evaluar la composicion de esteroles en los aceites procedentes de la
seleccidn clonal de la variedad Empeltre y del ensayo de variedades. El procesado de los

resultados para determinar los factores que influyen en la composicion de esteroles se
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ejecuto agrupando los datos por parcela de ensayo, siguiendo el enfoque metodoldgico

descrito anteriormente.

En estudios previos se han descrito variaciones naturales en la composicion de
esteroles en los aceites de oliva, las cuales han sido atribuidas a diversos factores como
el genotipo (Sanchez Casas et al., 2004; Luki¢ et al., 2013; Ky¢yk et al., 2016; Navas-Lopez
et al., 2020), el ambiente (suelo, ubicacion geografica, clima, agua) (Temime et al., 2007;
Mailer et al., 2010; Piravi—-Vanak et al., 2012; Noorali et al., 2014; Li et al., 2019;
Navas-Lopez et al., 2020; Hamze et al., 2022; Torres et al., 2022), la maduracién (Gutiérrez
et al., 1999; Salvador et al., 2001; Sanchez Casas ef al., 2004; Sakouhi et al., 2009; Mailer et
al., 2010) y los procesos tecnolodgicos (Salvador et al., 2003; Guillaume et al. 2012). Estas
variaciones en la composicion de esteroles podrian explicar, al menos parcialmente, las
diferencias observadas en la pureza de los aceites de oliva de ciertas variedades en
diversos paises, en relacion con los limites reglamentarios o normativos establecidos
respecto a campesterol (Koutsaftakis et al., 1999; Salvador et al., 2001, 2003; Rivera del
Alamo et al., 2004; Ceci y Carelli, 2007; Mailer et al., 2010; Guillaume et al., 2012; Srigley
et al, 2016), B-sitosterol aparente (Rivera del Alamo et al., 2004; Mailer et al., 2010; Lukié
et al., 2013; Noorali et al., 2014; Kygyk et al., 2016; Srigley et al, 2016; Chtourou et al., 2017;
Chennit et al., 2021) y A7-estigmastenol (Gracia, 2001; Tous et al., 2006; Ceci, y Carelli,
2007; Gracia et al., 2009; Abu-Alruz et al., 2011; Romero et al., 2012; Manai-Djebali et al.,
2012; Chennit et al., 2021). Es importante destacar que este aspecto ha sido considerado
de manera significativa en la presente Tesis Doctoral, debido a la previa documentacién
de incumplimientos respecto a la legislacion europea y otras normativas (UE, 2022a;
CQOJ, 2022a; Codex Alimentarius, 2021) en relacion a algunos esteroles presentes en los
aceites de oliva de la variedad Empeltre (Gracia, 2001; Tous et al., 2006; Gracia et al., 2009;
Romero et al., 2012).

En contraste con la composicién de acidos grasos, donde no se observaron
irregularidades en los aceites analizados, se identificaron algunas desviaciones en la
composicion esterolica, aunque no en su concentracion total (articulo 4.2.: Tabla 1, Tablas

3-7). De las 78 muestras analizadas de la seleccidn clonal de Empeltre estudiada, el 28%
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de los aceites presentaron valores no conformes de (-sitosterol aparente (>93,0%).
Ademas, el 12% mostraron porcentajes no conformes de A7-estigmastenol (>0,5%). El
uso del pardmetro (-sitosterol aparente, que engloba la suma de cinco esteroles
(clerosterol, B-sitosterol, sitostanol, A5-avenasterol y A5,24-stigmastadienol), en lugar de
considerar el esterol 3-sitosterol de forma individual como criterio de pureza, se debe a
la falta de una base de datos confiable sobre (-sitosterol y A5-avenasterol (Conte et al.,
2020b). En el ensayo de variedades, fue el campesterol el que presentd resultados no
conformes (>4,0%) en tres de los doce aceites analizados de la variedad Arbequina
procedentes de aceitunas de cosecha temprana. El resto de esteroles cumplieron con los
criterios estipulados en la legislacion europea (UE, 2022a) y las principales normativas
(CQOI, 2022a; Codex Alimentarius, 2021) tanto en los aceites de la seleccion clonal de
Empeltre como en los aceites procedentes de las variedades Arbequina, Royal de

Calatayud y Negral de Sabinan.

El andlisis de varianza (ANOVA) reveld que el afio de cosecha fue la variable
principal que present6 un impacto significativo en la composicion de esteroles en la
seleccion clonal (Tabla 2, articulo 4.2.). Este efecto se observd tanto en los esteroles
regulados como en los no regulados, asi como en la concentracion total de esteroles. El
hallazgo concuerda con otros estudios en los que también se encontraron efectos
significativos de este factor en los esteroles del aceite de oliva (Salvador ef al., 2003;
Anastasopoulos et al., 2011). Aunque nuestro estudio no investigd directamente la
influencia de los factores abidticos en la composicion de esteroles, se evidencia
claramente que estos factores ejercen un efecto significativo sobre ellos de forma analoga,
como se ha discutido en el objetivo anterior, en relacion a la composicion de acidos
grasos. Se requieren investigaciones adicionales para comprender mejor el papel
regulador de las enzimas involucradas en las rutas de biosintesis de esteroles, ya que
desempefian un papel fundamental en las respuestas de las plantas al estrés abiotico.
Aungque esta linea de estudio se ha abordado en el contexto del olivo, ha sido de manera
limitada (Guillaume et al., 2012; Dias et al., 2021, Du et al., 2022). Ademas, otras
investigaciones han demostrado el impacto del entorno en ensayos realizados en

diferentes ubicaciones geograficas con distintas caracteristicas climaticas (Temime et al.,
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2007; Abu—Alruz et al., 2011; Romero et al., 2011; Piravi-Vanak et al., 2012; Noorali et al.,
2014; Li et al., 2019).

Durante la campana del afio 2017, caracterizada por un otofio extremadamente
seco, se obtuvieron aceites que destacaron por tener la mayor concentracion de esteroles
y los mayores porcentajes de los esteroles A7-estigmastenol y A7-avenasterol (articulo
4.2.: Tabla 2, Tablas 3-7). Estos resultados estan de acuerdo con otros estudios previos
tanto en Empeltre (Gracia, 2001) como en otras variedades (Guillaume et al., 2012;
Fernandes-Silva et al., 2013; Li et al., 2019). Durante esta campafia se observé un mayor
numero de no conformidades debido a los niveles de A7-estigmastenol, aunque no fue
el tnico ano en el que se presentaron estas irregularidades (Figura 3, articulo 4.2.). En
cuanto a la relacion de la concentracidon de esteroles segtn el régimen hidrico se ha
observado inconsistencia en los resultados descritos por otros autores (Berenguer et al.,
2006; Stefanoudaki et al., 2009; Fernandes-Silva et al.,, 2013). En esta campafa, el

contenido relativo de estigmasterol fue el mas bajo de las tres campanas analizadas.

En el ano 2018, distinguido por ser extraordinariamente lluvioso, se observéd un
alto porcentaje de estigmasterol en los aceites de oliva (articulo 4.2.: Tabla 2, Tablas 3-7),
siguiendo la tendencia encontrada en otros estudios que evaluaron la disponibilidad de
agua en Empeltre (Romero et al., 2011) y en otras variedades (Stefanoudaki et al., 2009;
Fernandes-Silva et al., 2013). Estos resultados respaldan los hallazgos observados en
relacion a este esterol durante la campana de 2017, debido a su menor contenido en una
temporada de condiciones de humedad reducida. Como se menciond en el capitulo
dedicado a la aceituna en la introduccion de esta Tesis Doctoral, estudios previos han
demostrado que la sobreexpresion de la enzima esterol C22-desaturasa, que convierte el
[-sitosterol en estigmasterol, conduce a un aumento significativo en los niveles de
estigmasterol (Morikawa et al., 2006, 2009; Arnqvist et al., 2008; Gutiérrez-Garcia et al.,
2021). Esta situacion se dio a partir del tercer muestreo, cuando todos los clones tenian
un indice de madurez alrededor de 3. Ademas, se obtuvieron los porcentajes mas bajos
de A5-avenasterol y [-sitosterol aparente, lo que resulté en no conformidades en este

ultimo pardmetro. Algunos estudios también han observado una asociaciéon entre un

334



Resultados y Discusion

mayor régimen hidrico y un menor contenido de (-sitosterol aparente, aunque no

coinciden con el mayor porcentaje de estigmasterol (Guillaume et al., 2012).

Se observaron los menores contenidos relativos de 3-sitosterol, pero los mas altos
de A5-avenasterol en la campana 2019/20, aunque ninguno de estos dos esteroles tiene

limites establecidos de forma individual (articulo 4.2.: Tabla 2, Tablas 3-7).

En el ensayo de variedades también se observaron diferencias significativas
respecto al afio de cosecha, aunque el estudio no fue tan exhaustivo debido a la
alternancia de cosechas (Tabla 3, articulo 4.3.). Se pudo constatar que los aceites de
Arbequina y Royal de Calatayud del afio 2017 presentaron mayores contenidos relativos
de campesterol, asi como mayores concentraciones de esteroles totales en los aceites de
Arbequina, lo cual corrobora los resultados obtenidos en la seleccion clonal de Empeltre.
Ademas, los aceites de Arbequina mostraron diferencias significativas entre campanas
para los esteroles [-sitosterol y A5-avenasterol, con valores mas bajos y mas altos,

respectivamente, en los aceites de la campafia 2019, al igual que los aceites de Empeltre.

El impacto de la maduracion de la aceituna en la composicion esterodlica de los
aceites obtenidos del ensayo clonal de Empeltre también fue evaluado mediante el
analisis de varianza (ANOVA) (Tabla 2, articulo 4.2.). Se consideraron tres estados de
maduracion distintos: verde, entreverado y maduro, al igual que la mayoria de estudios
previos que han investigado el efecto de la maduracion sobre los esteroles en el aceite
(Lukiéet al., 2021). Aunque este factor mostro significancia en la mayoria de los esteroles,
su efecto fue inferior al de la campanfia de cosecha, e incluso nulo en el caso del esterol
A7-estigmastenol. En cambio, en el caso de este esterol, su efecto combinado con el afio
o con el clon si resultd significativo, al igual que la interaccion entre el clon y el afio. Estas
interacciones significativas dificultan en gran medida la comprension de la evoluciéon
del esterol A7-estigmastenol para minimizar su contenido relativo en los aceites
Empeltre. El esterol campesterol también mostro significativas las mencionadas
interacciones entre factores. La evolucion de los esteroles en relacion a la maduracion de
la aceituna ha sido discutida, al igual que la composicion de acidos grasos, en el anterior

objetivo.
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La influencia del factor genético, referido al clon, sobre los esteroles de los aceites
de Empeltre tuvo un impacto muy leve, en la mayoria de ellos no significativo, tal como
se ha observado en otros estudios de seleccion clonal tanto en Empeltre (Tous et al., 2006;
Romero et al., 2012) como en Arbequina (Tous et al., 2005), a excepcion de los esteroles
campesterol, A7-estigmastenol y A7-avenasterol. Varios estudios han informado una
influencia del genotipo significativa en el contenido de campesterol (Rivera del Alamo
et al., 2004; Guillaume et al. 2012, Luki¢ et al., 2013; Sanchez Casas et al., 2004; Torres et
al., 2022). La influencia de la variedad puede reflejarse en la regulacion enzimatica
diferencial en la biosintesis de esteroles, donde la ruta se bifurca en dos vias
diferenciadas, una hacia la sintesis de 24-etilesteroles como el B-sitosterol (incluyendo
Ab-avenasterol y estigmasterol) y otra hacia la formacion de 24-metilesteroles como el
campesterol (Bouvier-Nave ef al., 1997; Schaeffer et al., 2001; Torres et al., 2022). En
relacion al esterol A7-estigmastenol, se manifiesta en este caso la importancia de
seleccionar cuidadosamente el clon para la produccion de aceites de oliva de Empeltre
con una autenticidad indiscutible. Se observaron porcentajes mas bajos de este esterol
en los aceites del clon 6, mientras que los aceites de los clones Std y 2 mostraron una
proporcion significativamente mayor de resultados no conformes, especialmente
durante el ano 2017. Llama la atencion que el clon 6 y el clon 2 sean los de mayor y menor
contenido en campesterol, respectivamente, aunque no hubo correlacion entre ambos
esteroles. Ahora bien, dado que no fue posible estudiar todos los clones durante los tres
anos puesto que hubo alternancia en las cosechas, es necesario ser cautelosos y plantear
un estudio mas exhaustivo que involucre un mayor nimero de campafas para obtener

resultados concluyentes sobre el clon con menor contenido relativo de A7-estigmastenol.

El efecto genético varietal tuvo un mayor efecto diferenciador en comparacién a
la influencia del clon sobre la composicion de esteroles (Tabla 3, articulo 4.3.). Se
observaron diferencias significativas en el contenido total de esteroles, siendo los aceites
de la variedad Negral de Sabifan los que presentaron el contenido mas alto (1890
mg/kg), mientras que los de la variedad Royal de Calatayud tuvieron el contenido mas
bajo (1200 mg/kg). También se encontraron diferencias en los esteroles individuales,

como campesterol, estigmasterol, 3-sitosterol y A5-avenasterol. En el caso de la variedad
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Arbequina, se observaron altos contenidos de A5-avenasterol (13,17%) y de campesterol
(3,89%), en cambio, bajos de (3-sitosterol (77,49%), lo cual concuerda con otros estudios
previos (Rivera del Alamo et al., 2004; Fernandez-Cuesta et al., 2013; Kygyk et al.,2016)
pero no con otros autores (Ceci y Carelli, 2007; Gracia et al., 2009). Como se ha comentado
en el objetivo anterior, los aceites de Arbequina, en los primeros estadios de maduracion
de ambas campanias estudiadas, presentaron incumplimiento en la regulacion de este
esterol al presentar valores ligeramente superiores a 4,0% (UE, 2022a, COI, 2022a, Codex
Alimentarius, 2021). Por otro lado, la variedad Negral de Sabifidn mostré un menor
porcentaje de estigmasterol (0,65%), menor A5-avenasterol (7,98%) y mayor {3-sitosterol
(84,04%) en comparacién con las otras variedades, quizas por no haber completado el

muestreo, y Royal de Calatayud mostrd el mayor contenido en estigmasterol (1,27%).

Con respecto al contenido relativo de los principales esteroles que definen la
composicion de los aceites de la seleccion clonal de Empeltre estudiada (B-sitosterol:
85,58 +1,54%; A5-avenasterol: 5,62 +1,32%; campesterol: 3,16 +0,21%; estigmasterol:
1,34 + 0,81%) estd en consonancia con lo descrito en Empeltre en otros estudios anteriores
(Gracia, 2001; Tous et al., 2006; Ceci y Carelli, 2007; Gracia et al., 2009; Ky¢yk et al.,2016)
(Tabla 1, articulo 4.2.).

Los dialcoholes triterpénicos, eritrodiol y uvaol, que forman parte de la fraccion
insaponificable del aceite de oliva virgen, pueden experimentar variaciones en su
concentracion segun la variedad, el medio y el grado de madurez de las aceitunas
(Mailer et al., 2010; Lukié et al., 2013). En este objetivo de la Tesis Doctoral, se examind la
influencia de estos factores en el ensayo de variedades, aunque no se realizé un analisis
estadistico conjunto para determinar el peso de cada factor en estos compuestos (Tabla
3, articulo 4.3.). Se encontraron diferencias significativas en cuanto a la variedad y la
fecha de cosecha. Especificamente, los aceites de la variedad Royal de Calatayud
mostraron el contenido relativo mds alto de estos compuestos, alcanzando valores
elevados en algunas muestras (4,35%), mientras que los aceites de Negral de Sabinan

presentaron el menor porcentaje (0,74%).
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El contenido total de compuestos fendlicos desempena un papel fundamental en
la proteccion contra la autooxidacion de los aceites de oliva (Aparicio et al., 1999;
Gutiérrez et al., 2001), asi como en su importancia nutricional y biolégica (EFSA, 2011a),
y son responsables de ciertas caracteristicas organolépticas (Kiritsakis, 1998;
Gutierrez-Rosales et al., 2003; Mateos et al., 2004; Servili et al., 2014). El contenido fendlico
en el aceite de oliva virgen depende de numerosas variables, como el genotipo, el
ambiente, la tecnologia de extraccion y el procesado posterior del aceite (El Riachy et al.,

2011a; Rugini et al., 2016; Miho et al., 2021; Serrano et al., 2021).

La concentracion de fenoles en los aceites de la seleccion clonal de Empeltre
exhibio gran variabilidad (85-987 mg ac. cafeico/kg), algo mayor a la descrita por Beltran
et al. (2007) en variedades como Arbequina y Hojiblanca (Tabla 2, articulo 4.1.). Esta
variabilidad se atribuy6 principalmente al efecto del afno de cosecha, seguido de la fecha
de recoleccién (Tabla 4, articulo 4.1.). Segun se describi6 en la introduccién, la actividad
de una de las enzimas clave en la biosintesis de los compuestos fenélicos en las aceitunas,
conocida como PAL (fenilalanina amoniaco liasa), es susceptible tanto al estrés abiotico
como al estado de maduracion de las aceitunas (Parr y Bolwell, 2000; Ryan et al., 2002).
Ademas, se observaron otros efectos significativos relacionados con el clon y las
interacciones entre el afo y el clon o la fecha de cosecha, aunque su impacto fue de menor
magnitud. Aun asi, el clon 2 destacd respecto al resto de clones en su contenido
promedio en fenoles (568 mg ac. cafeico/kg). En particular, los aceites del afo 2017
mostraron la mayor concentracion de polifenoles totales (590 mg ac. cafeico/kg), lo cual
coincidié con un otofio més seco y un menor contenido de humedad en las aceitunas de
las tres campanas analizadas (45,8%). Los afios con menor acumulacion de lluvia durante
el periodo de acumulacion de aceite producen aceitunas con contenidos fendlicos
mayores (Rugini et al., 2016; Miho et al., 2021). Se han propuesto diversas hipotesis sobre
la influencia del contenido de agua en la aceituna en el contenido de fenoles del aceite
durante el proceso de triturado, batido de la pulpa y extraccion, debido a la naturaleza
hidrofila de los fenoles (Artajo et al., 2006, 2007; Baccouri et al., 2008; Abenoza et al., 2019).
Por otro lado, el contenido mas bajo de compuestos fenodlicos (232 mg ac. cafeico/kg) se

registrd en 2019, afno en el que el contenido de humedad de las aceitunas no mostré
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diferencias significativas con el afio 2018, ambos con altas precipitaciones. Sin embargo,
se observo una menor extractabilidad en el afio 2019. En el ensayo de variedades, el afio
solo tuvo un efecto significativo en el contenido fendlico de los aceites de Arbequina, con
una mayor concentracion observada en el afio 2019, en contraposicion a lo observado en

la seleccion clonal.

El impacto de la fecha de muestreo en los resultados se reflejé en una reduccion
en el contenido de polifenoles a medida que avanzaba la maduracion. Los aceites
obtenidos a partir de aceitunas cosechadas antes de mediados de noviembre mostraron
una concentracion mas alta de compuestos fenolicos (500 mg &c. cafeico/kg), en
comparacion con los aceites obtenidos de aceitunas cosechadas después de esa fecha (306
mg ac. cafeico/kg) (Tabla 4, articulo 4.1.). Esta reduccion significativa en el contenido
fendlico también ha sido observada en el ensayo de variedades como se ha comentado

en el anterior objetivo discutido.

El genotipo ha sido descrito por otros investigadores como la principal fuente de
variabilidad en la concentracion fenodlica en los aceites de oliva (Miho et al., 2021; Serrano
et al., 2021). Aunque en el ensayo de variedades no se pudo realizar un andlisis
estadistico conjunto de los efectos del genotipo, ambiente y maduracion para determinar
cudl de ellos tenia una influencia predominante, se observaron diferencias significativas
entre los aceites de Arbequina (73-188 mg 4c. cafeico/kg) y Royal de Calatayud (74-266
mg ac. cafeico/kg), siendo estos ultimos los que presentaron un mayor contenido
fenolico (Figura 4, articulo 4.3.). Referente a la concentracion fendlica interanual de los
aceites de Royal de Calatayud, Inglese et al. (2011) describieron mayor contenido total
fendlico en cosechas menos productivas, pero esta circunstancia no fue observada en el
ensayo de Royal de Calatayud. Por su parte, el contenido fenolico de Negral de Sabifian
oscilo entre 184 y 254 mg ac. cafeico/kg en los tres muestreos realizados en octubre.
Ninguna de las tres variedades alcanzo el alto contenido fenolico que se determind en

los aceites de oliva virgen de la seleccion clonal de Empeltre analizada.

Los factores que influyeron de manera significativa en la estabilidad oxidativa de

los aceites de oliva de la seleccion clonal fueron principalmente la fecha de cosecha,
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observandose valores de 15,5 horas en los aceites obtenidos de aceitunas cosechadas
antes de mediados de noviembre y 11,5 horas en los aceites obtenidos de aceitunas
cosechadas después de esa fecha, seguido del afio de cosecha (Tabla 4, articulo 4.1.). El
clon no presento diferencias significativas, pero si la interaccion clon x afio debido a que
los clones 3 y 6 presentaron comportamientos interanuales diferentes. Aunque el afo
2017 presento la mayor concentracion fendlica, no fue el inico afio con mayor estabilidad
oxidativa. Los aceites obtenidos en 2017 y 2018 mostraron una estabilidad oxidativa
similar, sin diferencias significativas (14,4 h y 14,8 h respectivamente). Es posible que, a
pesar de no haber encontrado correlacion entre la estabilidad oxidativa y la composicién
de 4cidos grasos, la relacion mas alta de dcidos monoinsaturados/poliinsaturados (M/P)
en 2018 (8,38) en comparacion con 2017 (5,58) podria haber compensado el menor

contenido en fenoles.

El efecto varietal sobre la estabilidad no result6 significativo al estudiar las
variedades Arbequina y Royal de Calatayud en el conjunto de las dos campafias, como
ocurrid con la seleccion clonal. A pesar de esto, al evaluar cada variedad por separado
segun el ano, se encontraron diferencias significativas, asi como una interaccién
significativa entre el clon y el afio. Los aceites Royal de Calatayud presentaron menor
estabilidad en el afio 2017, a pesar de tener un mayor contenido de polifenoles, en
comparacion con el afio 2019. Esta discrepancia podria explicarse por la correlacion
significativa encontrada entre la estabilidad oxidativa y el indice de perdxidos
(TRoyaldecalatayud = —0,843; p < 0.01) ya que los aceites de Royal de Calatayud presentaron un
mayor indice de perdxidos en 2019. Por otra parte, en 2017, esta variedad fue la de mayor
estabilidad (13,0 h). Negral de Sabifidn, a pesar de tener concentraciones mas altas de
polifenoles en sus aceites en comparacion con los aceites de Arbequina en las fechas de
muestreo, presentaron una menor estabilidad. La baja relacién entre los acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados (3,78) en la variedad Negral de Sabifian podria ser
una posible causa, pero se requiere un estudio mas exhaustivo para establecer hipdtesis
solidas al respecto. En relacién a la variabilidad anual, no se observaron diferencias
significativas en la estabilidad oxidativa de los aceites de Arbequina, a diferencia de los

aceites de la seleccion clonal. Al evaluar la posible influencia de la fecha de cosecha en
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la estabilidad oxidativa, dividiendo el periodo de muestreo en cosecha temprana y
cosecha tardia, al igual que la seleccion clonal, no se observaron diferencias significativas

en los aceites del ensayo de variedades.
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5.4. DIFERENCIACION DE LOS ACEITES DE OLIVA VIRGEN EXTRA
DE DISTINTAS ZONAS PRODUCTORAS DE ARAGON A TRAVES
DE SU PERFIL LIPIDICO E IDENTIFICAR LAS CARACTERISTICAS
ESPECIFICAS PARA CADA ZONA PRODUCTORA.

El objetivo de este estudio fue investigar el impacto de la variedad y el entorno
en la composicion quimica de los aceites de oliva Arbequina y Empeltre, asi como su
contribucion a la identificacion geografica de los aceites de oliva virgen extra de Aragon
e identificar caracteristicas distintivas en los aceites en funciéon de la zona oleicola
aragonesa de procedencia. Los resultados generados en este objetivo se encuentran

recogidos en el articulo de la seccion 4.4.

Investigaciones previas han sugerido que las composiciones quimicas de los
aceites estan parcialmente asociadas con su origen geografico (Conte et al., 2022b;
Aparicio y Garcia-Gonzalez, 2013). Estudios que han analizado el entorno, ya sea en
términos de ubicacién o combinando la ubicacion con el afio de cultivo, junto con la
variedad u otros factores, respaldan la importancia de la localizacion del olivar y de su
estudio (Temime et al., 2007; Abu-Alruz et al., 2011; Romero et al., 2011; Piravi-Vanak et
al., 2012; Noorali et al., 2014; Li et al., 2019; Navas-Lopez, 2020). El origen geografico esta
estrechamente vinculado a las condiciones de suelo y clima de una regidn, asi como a las
practicas agrondmicas culturales. De hecho, es un aspecto relevante en la identidad de

los aceites protegidos bajo la figura de las Denominaciones de Origen (DOP).

A diferencia de los objetivos anteriores, en los que las muestras de aceites
procedian de olivares ubicados en una tnica localizacidn, las muestras analizadas para
este objetivo procedieron de tres zonas oleicolas distintas situadas en el sureste, noreste
y oeste de Aragon. Se llevaron a cabo los ensayos en los anos 2017, 2018 y 2019. La
investigacion fue ambiciosa ya que se analizaron un total de 260 muestras de aceites de

oliva virgen extra en los tres afos.
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Aunque las variedades minoritarias proporcionaron un numero reducido de
muestras debido a su produccién local limitada, se pudo caracterizar su composicion
fisicoquimica. Asi, los aceites de las variedades Alquezrana, Royeta de Asque y Royal
de Calatayud destacaron por su elevado contenido en 4cido oleico y menor linoleico en
comparacion con las variedades caracterizadas en esta Tesis, como Empeltre, Arbequina
y Negral de Sabifidan (Tabla 2, articulo 4.4.). Por lo tanto, presentaron una relaciéon
elevada de acido oleico/linoleico, lo cual tiene implicaciones nutricionales para el sistema
cardiovascular (Lopez-Miranda et al., 2010; Gaforio et al., 2019). Ademas, se observé que
la variedad Royeta de Asqué presentaba bajas concentraciones de esteroles totales
debido a su bajo contenido de [-sitosterol, bajo contenido de campesterol y alto

contenido en A5-avenasterol, similar a la variedad Arbequina en este tltimo esterol.

En este estudio, los resultados de ANOVA (Tabla 3 articulo 4.4.) revelaron la
influencia significativa del ambiente de las variedades Empeltre y Arbequina (de la zona
de procedencia de los aceites en primer lugar y en segundo lugar del afio de produccién),
frente al factor genético, en los dcidos grasos oleico y linoleico. Esto difiere de los acidos
palmitico y linolénico en los que la mayor influencia fue la variedad. Ambas
observaciones corroboran los resultados obtenidos en el tercer objetivo. Quizas la
influencia del genotipo descrita por otros autores sea menos relevante en estas
variedades debido a que presentan una composicion en 4cidos grasos similar
(Navas-Lopez et al., 2020; Faci et al., 2021). Por otro lado, los resultados obtenidos en la
composicion de acidos grasos de estos aceites segin el ano de produccién, también
respaldaron lo observado en el tercer objetivo en cuanto a la influencia de la temperatura
durante la maduraciéon de las aceitunas. Se ha observado que altas temperaturas
conducen a una disminucion del acido oleico y un aumento del 4cido linoleico en los
aceites, aunque el efecto puede variar segin la variedad (Ripa et al., 2008; Inglese et al.,
2011; Navas-Lopez et al., 2020; Mousavi et al., 2019; Contreras et al., 2023). El efecto
significativo del ambiente observado en este estudio se atribuye a la variacion de la
composicion en acidos grasos debido a la interaccidon ubicacion x variedad. Esto puede
deberse, quizas, a las diferentes practicas agronoémicas culturales que se aplican segin

la variedad y la zona geografica. Este es el caso de la variedad Empeltre, cuyas aceitunas
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se recolectan tradicionalmente en etapas mas avanzadas de maduracion en el sureste de
Aragodn. Asi, los aceites de oliva virgen extra de la zona oleicola sureste se diferencian
del resto, principalmente, por su mayor contenido en acidos grasos poliinsaturados y

menor en acido oleico.

En el andlisis ANOVA efectuado sobre la composicion esterdlica de las
variedades Arbequina y Empeltre se incluyeron los factores ambientales, como el afio de
produccion y la zona de origen de los aceites, ademas del factor varietal (Tabla 4, articulo
4.4). Los resultados mostraron que el factor genético tuvo un claro predominio en todos
los esteroles principales que componen los aceites de oliva virgen, a diferencia de lo
discutido en el tercer objetivo, donde principalmente influyé el ano. Este hallazgo
refuerza atn mas la hipotesis ya planteada sobre el alto contenido relativo de A7-
estigmastenol como una caracteristica varietal en los aceites de Empeltre. Cabe destacar
que en el analisis estadistico realizado en el tercer objetivo no se compararon
directamente los aceites de las variedades Arbequina y Empeltre. Las diferencias
genéticas investigadas se centraron en los distintos clones de Empeltre incluidos en el
estudio, las cuales suelen ser minimas, como se demostr6 en los tres objetivos
anteriormente discutidos. Sin embargo, en el tercer objetivo se demostré la influencia
significativa del efecto genético del clon en los esteroles campesterol y A7-estigmastenol
de la seleccion clonal de Empeltre. En este estudio, el contenido promedio de
A7-estigmastenol en los aceites analizados de Empeltre fue del 0,59%, mientras que en
los aceites de Arbequina fue del 0,19%. Se encontré que el 29% de las muestras de aceite
de oliva virgen extra de Empeltre analizadas en este estudio presentaban contenidos

relativos de A7-estigmastenol superiores al limite legislativo (0,5%) (UE, 2022a).

Otra observacion que se desprende del analisis de la varianza (ANOVA) (Tabla
4, articulo 4.4), es la diferencia significativa que se observa en el caso del
A7-estigmastenol, debido a la interaccién combinada de los factores variedad, afio y zona
de procedencia de los aceites, asi como la interaccion entre la variedad y el afio. Esto
denota la complejidad de dilucidar los factores que contribuyen a la variabilidad en el

contenido de este esterol. La zona de produccion del sureste de Aragén mostro el
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contenido mas alto de A7-estigmastenol, lo cual podria atribuirse a un clima mas seco 'y
calido en comparacion con las otras dos zonas estudiadas (Li et al., 2019; Sevim et al.,
2022). Ademas, las diferencias en la pluviometria durante el otofio de 2017 (Tabla 1,
articulo 4.4) también podrian ser la razén del mayor contenido de contenido en
A7-estigmastenol que presentan los aceites analizados. Estos resultados coinciden con

los descritos en el tercer objetivo en cuanto al A7-estigmastenol.

Respecto al resto de esteroles, se observan diferencias significativas entre ambas
variedades. Los aceites de Empeltre presentan menores contenidos relativos en
campesterol y A5-avenasterol, mientras que muestran mayores en estigmasterol,
[-sitosterol y A7-estigmastenol, asi como mayores concentraciones en esteroles totales.
Estas diferencias varietales en la composicion esterdlica hacen que el andlisis de
composicion de esteroles en los aceites de oliva sea utilizado como «huella dactilar»

varietal.

Otro de los hallazgos en la investigacion relacionada con el quinto objetivo
planteado es la capacidad de diferenciacion geografica de los aceites de Empeltre en
términos de su composicidn en 4cidos grasos y esteroles, a diferencia de los aceites de
Arbequina, cuya composicion quimica no es suficientemente discriminante (Figura 2,
articulo 4.4.). Especificamente, se observo que los aceites monovarietales de Empeltre
procedentes del sureste de Aragon presentaban concentraciones mas altas de esteroles
totales y mayores contenidos relativos de 4cidos grasos poliinsaturados y
A7-estigmastenol, en comparacion con los aceites del noreste que presentaban mayor

contenido de estigmasterol (%).

En la misma linea de investigacion, se incluyé una mayor diversidad varietal
para evaluar la capacidad de discriminacion de la zona oleicola de procedencia de las
muestras basdndose en la composicion de acidos grasos y esteroles. Para ello, se
incorporaron aceites de variedades locales de Aragén, como Royal de Calatayud,
Alquezrana y Royeta de Asque, que se comercializan tanto como monovarietales como
en aceites coupage caracteristicos de Aragén. Ademads, se incluyeron las variedades

mayoritarias, Arbequina y Empeltre, asi como otros aceites coupage conformados por
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mezclas de Arbequina y Empeltre en diferentes proporciones, pero caracteristicos de la
produccion de aceites de Aragon. El andlisis estadistico realizado permitio clasificar
correctamente, con un éxito del 91,3%, los aceites de oliva virgen extra en las tres
principales zonas oleicolas de produccion: sureste, oeste y noreste. Para esta clasificacion
se utilizaron los siguientes parametros discriminantes: los acidos grasos palmitico,
oleico, linoleico y linolénico, asi como los esteroles (-sitosterol, A5-avenasterol y

A7-estigmastenol, junto con la concentracion total de esteroles (Figura 3, articulo 4.4.).
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5.5. EVALUACION DEL CUMPLIMIENTO DE LA DECLARACION DE
PROPIEDAD SALUDABLE REFERIDA A LOS POLIFENOLES EN
LOS ACEITES DE OLIVA VIRGEN EXTRA DE VARIEDADES
AUTOCTONAS DE ARAGON.

La legislacion europea ha reconocido la calidad nutricional de los aceites de oliva
virgen, que fue respaldada en primer lugar por la opinion cientifica de Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). En consecuencia, se permite incluir la
declaracion de propiedad saludable «los polifenoles del aceite de oliva contribuyen a la
proteccion de los lipidos de la sangre contra el dafio oxidativo» en el etiquetado de los
aceites de oliva. Su regulacion se encuentra establecida en el Reglamento (UE) 432/2012,
el cual especifica que el contenido de fenoles debe de ser al menos 5 mg de hidroxitirosol
y sus derivados (por ejemplo, complejo de oleuropeina o tirosol) por cada 20 g de aceite

de oliva.

Hasta la publicacion de una nueva revision del método T.20/Doc. No 29 por parte
del COI en 2022 (CQOJ, 2022b), no se dispuso de un método oficial o normativo adecuado
al propdsito de la declaracion de propiedad saludable referida al contenido fendlico de
los aceites de oliva. Durante este tiempo, diversas lineas de investigacion se dedicaron a
abordar los desafios planteados por las metodologias existentes (Mulinacci et al., 2006;
Mastralexi et al., 2014a, 2014b; Purcaro et al., 2014; Romero y Brenes, 2012, 2014;
Reboredo-Rodriguez et al., 2016; Tsimidou et al., 2018). Un ejemplo notable es el método
publicado y ampliamente aceptado por la comunidad cientifica, desarrollado por
Tsimidou y colaboradores (2019a, 2019b). Este método permite la determinaciéon
conjunta de hidroxitirosol (Htir) y tirosol (Tir), mediante la hidrolisis 4cida de las formas
ligadas, lo cual genera las formas libres correspondientes. El contenido total de fenoles
se expresa en miligramos del contenido total en Htir+Tir/20 g de aceite y se determina

mediante UHPLC-DAD. Mientras, el ensayo colorimétrico Folin-Ciocalteu ha sido uno
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de los métodos analiticos tradicionalmente empleados para el andlisis del contenido total

de fenoles.

En el marco de esta Tesis Doctoral, la cual aborda distintos objetivos relacionados
con el analisis del contenido fendlico, se optd por utilizar inicialmente el ensayo
colorimétrico como medida provisional hasta la publicacion de un método oficial o
normativo adecuado para el proposito de la declaracion de propiedad saludable. Para
tal fin, y para la consecucion del presente objetivo, los aceites de oliva virgen obtenidos
a partir de los dos ensayos de la Finca Experimental, fueron sometidos a un analisis
posterior utilizando el método validado por Tsimidou et al. (2019a, 2019b), pero con una
modificacion en cuanto al gradiente cromatografico para su adaptacion a HPLC-DAD.
Este método analitico fue reconocido como el mds adecuado y aceptado por la
comunidad cientifica para la evaluacion del cumplimiento de la declaracion de
propiedad saludable durante el periodo anterior a la publicacion del método normativo

COI (Tsimidou, 2022).

La gran mayoria de los aceites de la seleccion clonal de Empeltre que fueron
analizados presentaron contenidos fendlicos superiores a 5 mg de total Htir+Tir/20 g de
aceite, cumpliendo con los requisitos establecidos en la declaracion de propiedad
saludable referida al contenido fendlico segin el Reglamento (UE) 432/2012. Es
importante destacar que los aceites de la campana 2017/18 (n =24), como se discutid
previamente en los objetivos 2 y 3, mostraron los mayores contenidos fenodlicos en
comparacion con las demas campafas, superando ampliamente el contenido minimo
exigido. Sin embargo, hubo dos muestras de aceite que procedian de aceitunas
recolectadas en la misma fecha de muestreo, el 13 de diciembre de 2017, que no
alcanzaron el contenido minimo exigido. Estas muestras se recolectaron después de un
periodo de heladas en la zona de cultivo, lo cual pudo haber influido en los resultados.
En cuanto a los aceites de la campana 2018/19 (n = 24), aunque su contenido fendlico fue
mas moderado, superaron el valor minimo de 5 mg de total Htir+Tir/20 g de aceite la
mayoria de los aceites. Asi fue en todos los muestreos de los clones 2, 6 y Std, excepto en

el ultimo realizado el 11 de diciembre de 2018. Aunque, los aceites del clon 3, no
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alcanzaron el minimo requerido a partir de mediados de noviembre ya que el contenido
fenolico disminuy6 mas rapidamente durante la maduracion. Por otro lado, los aceites
de la campana 2019/20, con excepcion del clon Std cuyos aceites cumplieron con el
minimo contenido requerido durante todo el muestreo, presentaron niveles bajos de
compuestos fenolicos, alcanzando el contenido minimo solo durante la primera

quincena del mes de octubre.

A diferencia del cumplimiento del contenido minimo en fenoles para la
declaracion de propiedad saludable por parte de la mayoria de los aceites de la seleccion
clonal de Empeltre, la gran mayoria de los aceites del ensayo de variedades no lograron
alcanzar dicho contenido. Especificamente, ninguno de los doce aceites de oliva virgen
extra de la variedad Arbequina analizados, y obtenidos de aceitunas muestreadas en las
mismas fechas que las aceitunas de Empeltre durante los afios 2017 y 2019, cumplieron
con el contenido fendlico minimo requerido debido a su bajo contenido. Sin embargo,
los aceites de la variedad Royal de Calatayud correspondientes a la primera quincena de
octubre de 2017 si alcanzaron el contenido fenolico minimo de 5mg de total
Htir+Tir/20 g de aceite. No obstante, se requiere un mayor nimero de muestreos para
llegar a una conclusion solida en el caso de 2019. Lo mismo ocurre con la variedad Negral
de Sabifidan. Ambas variedades presentan mayores contenidos fendlicos, basados en el
total de Htir y Tir, en comparacion con la variedad Arbequina, pero se necesita un

estudio mas exhaustivo para poder corroborarlo con fiabilidad.

En relacion a la metodologia utilizada, a pesar de que en el momento de
redaccion de esta Tesis Doctoral ya existe un método normativo adecuado para el
proposito de la declaraciéon de propiedad saludable referida al contenido fendlico en los
aceites de oliva virgen (COI, 2022b), los dos métodos empleados en este estudio se
consideran validos para el analisis de los aceites de oliva virgen extra. Se han encontrado
diferencias significativas entre ambos métodos cuando los aceites presentaron
contenidos fenolicos superiores al minimo requerido por la declaracion, es decir,
5mg/20 g de aceite. En estos casos, los resultados obtenidos mediante el ensayo

Folin-Ciocalteu tendieron a subestimar los niveles fendlicos en los aceites con altos
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contenidos. Por otro lado, ambos métodos arrojaron resultados comparables para el
analisis de los aceites con contenidos fendlicos inferiores a 5 mg/20 g de aceite. Este
hallazgo sugiere la posible utilidad del método colorimétrico Folin-Ciocalteu como una
técnica de cribado inicial debido a su rapidez y menor coste en comparacion con el

método de hidrdlisis-UHPLC-DAD.
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Conclusiones

II.

II1.

IV.

Con el fin de establecer un periodo de cosecha optima para obtener aceites de
oliva virgen extra de alta calidad, sin pérdida significativa en el rendimiento
graso, se sugiere realizar un seguimiento de la evolucion del rendimiento graso
sobre seco (GSS). En las variedades de aceitunas estudiadas, se recomienda
realizar la cosecha al inicio de la ventana temporal, que suele ser a mediados del

mes de noviembre.

La clasificacion en la categoria «extra» de los aceites de oliva virgen, segin sus
caracteristicas fisicoquimicas, es independiente de los factores agrondmicos
(influencia del ambiente, genética o maduracion) en las condiciones de este
estudio, siempre que se lleven a cabo buenas practicas en el cultivo y recoleccion

de la aceituna y en la elaboracion y conservacion del aceite de oliva virgen.

La maduracion de las aceitunas de las variedades Empeltre, Arbequina y Royal
de Calatayud influye en el perfil lipidico de los aceites de oliva virgen extra. En
general, se observa una disminucion de los dcidos grasos palmitico, estedrico y
linolénico, y un aumento en el linoleico. Respecto a la composicion de esteroles,
B-sitosterol y estigmasterol aumentan mientras que Ab-avenasterol vy
campesterol disminuyen. El contenido de fenoles y la estabilidad oxidativa de

los aceites también disminuye con la maduracion.

El efecto ambiental (conjunto de factores abidticos del entorno de cultivo) ejerce
una influencia significativamente mayor en las aceitunas de las variedades
Empeltre, Arbequina y Royal de Calatayud, asi como en los 4cidos grasos oleico
y linoleico, y en el contenido fendlico de sus aceites en comparacion con la

variedad o clon especifico y la fecha de cosecha.

Los aceites de oliva virgen extra de la variedad Empeltre obtenidos en afios con
temperaturas elevadas presentan menor contenido en acido oleico pero mayor
en acidos grasos poliinsaturados. Si ha habido sequia extrema durante el otofio,

se observa mayor contenido de fenoles, acido linoleico, esteroles totales y
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VL

VIL

VIIIL.

A7-estigmastenol y menor relacion entre acidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados. El estigmasterol aumenta y disminuyen los esteroles
Ab5-avenasterol y 3-sitosterol en otofios lluviosos. Los aceites de oliva virgen extra
de la variedad Arbequina presentan mayor cantidad de acido linoleico en otofios
lluviosos, mientras que en otofos secos aumenta el campesterol y de esteroles

totales.

El efecto varietal presenta la mayor influencia sobre la composicion esterodlica de
los aceites de oliva virgen extra de las variedades Arbequina y Empeltre. La
variabilidad genética que podria aportar el clon en la seleccion clonal de
Empeltre solo influye en los esteroles campesterol y A7-estigmastenol. El factor

del afio predomina sobre el resto de esteroles en la seleccion clonal de Empeltre.

Entre las variedades de aceitunas autéctonas de Aragdn estudiadas, los aceites
de Royal de Calatayud, Alquezrana y Royeta de Asqué presentan la mayor
relacidn entre los acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados. Los aceites
de la variedad Negral de Sabifidn tienen el perfil de acidos grasos menos
favorable, con bajo contenido de acido oleico y alto de acido linoleico, poca
estabilidad a la oxidacion, pero alto rendimiento graso. Los aceites de la variedad
Empeltre destacan en rendimiento graso y contenido fendlico, y, por tanto, en

estabilidad.

Los aceites de oliva de la variedad Empeltre presentan altos contenidos de
A7-estigmastenol, lo que implican incumplimientos o desviaciones en las
caracteristicas de pureza reglamentadas o normativas. Esta problematica
también se observa en los aceites tempranos de la variedad Arbequina debido a
su contenido elevado en campesterol. La influencia del factor genético en ambos
esteroles es mas importante que el factor afio de cosecha, por lo que sus
contenidos elevados son una caracteristica varietal que no deberia afectar a la

verificacidn de la pureza de estos aceites de oliva.
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IX.

La composicion de acidos grasos y de esteroles tiene capacidad discriminatoria
para identificar y clasificar, segin su origen, los aceites de oliva virgen extra de
las tres principales zonas productoras de Aragdn. Los aceites del sureste tienen
menor contenido en dcido oleico y mayor en acidos grasos poliinsaturados,
esteroles totales y A7-estigmastenol. Los aceites del noreste presentan menor
contenido en esteroles totales y A7-estigmastenol, pero mayor en campesterol,
estigmasterol y A5-avenasterol. Estos aceites, junto con los producidos en la zona
oeste, poseen la mejor relacion de 4cidos grasos monoinsaturados vy

poliinsaturados.

En general, y en las condiciones de este trabajo, los aceites de oliva virgen extra
de la variedad Empeltre y los de la variedad Royal de Calatayud de cosecha
temprana, por su contenido fendlico, podrian incluir en su etiquetado la
declaracion de propiedad saludable «los polifenoles del aceite de oliva

contribuyen a la proteccion de los lipidos de la sangre frente al dafio oxidativo».
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Tabla 7.1. Caracteristicas de la aceituna de la seleccion clonal de Empeltre.

Clon Afio ey PO oonin HUM () Gss () Xiractabilidad
muestreo fruto (g) (%)
Clon2 2017 04-oct 24 2,5 223+0,0 51,7+0,2 46,3+0,2 68
(C-2) 18-oct 3,2 2,7 234+01 493+03 46,1+04 67
07-nov 4,0 2,3 294+02 408+01 49,7+04 70
22-nov 5,1 2,7 299+0,7 389+0,1 489+1,1 74
29-nov 5,5 2,7 299+04 381+01 483+0,7 77
13-dic 6,1 2,5 332+0,2 385+0,1 540+04 66
2018 0l-oct 1,1 1,5 124+0,1 565+1,1 28,6+0,8 56
15-oct 1,7 1,8 158+04 583+0,6 379+0,8 37
28-oct 2,7 2,1 16,1+00 612+18 414+1,8 38
11-nov 29 2,0 17,6 £03 595+04 435+06 36
25-nov 3,6 2,0 18,6 £0,1 56,6+02 429+04 41
11-dic 4,2 1,8 21,8+0,3 50,3+03 43,7+0,6 55
Clon3 2017 04-oct 1,7 1,9 194+£03 522+05 40,6+09 59
(C-3) 18-oct 2,0 1,9 192+0,2 523+0,5 404+02 50
07-nov 3,5 2,8 23,6+0,3 41,803 40,6+0,3 69
22-nov 4,9 2,6 255+04 435+02 452104 65
29-nov 4,9 2,1 26,3+0,2 43,7+02 468+0,2 60
13-dic 5,3 1,9 269+04 39403 444+04 72
2018 0l-oct 1,5 2,0 151+0,1 56,704 348+0,1 48
15-oct 2,7 2,2 18,1+0,2 579+03 43,1+0,2 46
28-oct 3,3 2,6 17,6 £0,2 598+0,3 43,8+0,2 29
11-nov 39 2,6 192+0,1 584+03 46,2+0,1 40
25-nov 4,4 2,5 194+02 573+02 455+0,2 42
11-dic 4,8 2,1 23,1+0,3 53,6+x05 499+03 43
2019 0l-oct 1,9 2,9 150+03 61,2+0,7 386+0,3 46
15-oct 3,1 3,1 17,0£03 576+04 402+03 35
28-oct 3,2 3,1 182+0,1 583+03 43,7+0,1 29
11-nov 4,1 4,2 189+0,2 572+02 44002 39
25-nov = 3,9 3,1 19,7+0,1 56,2+0,5 451+0,1 38
09-dic 5,3 3,2 224+04 535+04 481+04 38
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Tabla 4.3. Continuacion.

Clon Ao reha py Pfruto o) HUM @) Gss (o CXtractabilidad
muestreo (g (%)
Clon6 2017  Odoct 06 13  167+01 533+04 356+02 57
(C-6) 18oct 12 16  175:03 539402 381+06 40
07-nov 37 13 24102 412+04 41,006 61
2mov 39 15 205+01 492400 456407 0
29-nov 44 14 207+03 482404 40,0408 40
13-dic 53 12 238402 433406 41,9407 48
2018 Ol-oct 08 17 142403 582+0,1 340+06 45
5ot 1,8 18 15802 590417 386421 0
WVoct 27 20 162402 61507 422+12 3
llonov 29 20 159401 605+0,6 40,3+09 29
2oy 37 20  167+04 562408 382405 36
l-dic 39 1,8  221+00 532405 472406 0
2019  Ol-oct 20 31  139+03 6L,6+07 36306 45
5oct 28 33  157+01 609+13 40,1417 28
2Boct 34 35 156404 623+07 415+03 31
llcnov 39 36 16503 622+06 43506 25
2oy 44 36 160£02 61,8406 418+1,1 ;
09-dic 50 33 191401 56104 43,6+03 37
ClonStd 2017  Odoct 16 20  180+03 552406 402+12 62
(C-Std) 18-oct 34 29  203+02 535+05 43,6408 48
07-nov 40 16 25302 433405 44,6407 67
Wenov 41 24  247+03 459403 456407 55
9nov 45 23 260+01 438403 463403 61
13-dic 54 22 282401 392402 463402 67
2018 Ol-oct 1,1 19 128402 58505 30,8+07 53
oct 20 22  162+01 595405 40,0405 3
2Boct 28 21 161402 61302 415:08 39
llnov 33 24 178402 59,1+05 435+08 38
2ov 33 21 175+02 588407 425411 47
l-dic 40 1,9 202402 534403 434407 45
2019 Ol-oct 20 34 147401 58405 35405 62
5ot 30 34  169+02 57,0409 393412 54
2Boct 36 37 185402 578406 438+10 48
ll-nov 44 41  196+01 566+06 451+07 44
2nov 47 38 192403 549404 425408 46
09-dic 59 40 21,6403 51,4+02 444+06 57
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Tabla 7.2. Pardmetros fisicoquimicos de calidad de los AOVE de la seleccién clonal de

Empeltre.
Fech Acidez Ind. peréxidos

Clon Afo muz(;t:eo (% ac. oleico) (mepqu/kg) K Kas2
Clon 2 2017 04-oct 0,18+0,01 8,11 +0,28 0,171 +0,001 2,05+0,01
(C-2) 18-oct  0,17+0,00 6,35+ 0,07 0,152 +0,000 1,95+0,05
07-nov 0,16 0,00 4,58 +0,10 0,117+0,001 1,77 +0,03
22-nov  0,15+0,00 4,95+0,14 0,117 +0,000 1,83 +0,01
29-nov 0,18 £0,01 4,33+0,23 0,113+0,000 1,71+0,02
13-dic  0,15+0,00 5,45+ 0,02 0,079 £0,000 1,69 +0,04
2018 0l-oct  0,20+0,01 5,21 +0,02 0,159+0,003 1,82+0,03
15-oct  0,20+0,01 4,54 + 0,02 0,135+0,000 1,77 +0,03
28-oct 0,16 £0,00 3,62+0,29 0,121+ 0,000 1,65+0,02
11-nov  0,19+0,01 3,64 +0,08 0,124+ 0,001 1,56+0,03
25-nov 0,20+ 0,01 3,59 +0,01 0,121 +0,000 1,49+0,04
11-dic  0,21+0,01 2,88 +0,04 0,099 +0,001 1,54 +0,01
Clon 3 2017 04-oct 0,14 +0,00 9,00 0,02 0,146 £ 0,000 1,98+0,02
(C-3) 18-oct  0,17+0,00 4,41 +0,12 0,156 + 0,000 2,01 +0,02
07-nov 0,18 0,01 2,72 +0,01 0,153 +0,001 1,80+0,02
22-nov  0,13+0,00 6,77 +0,17 0,114+0,003 1,70+0,06
29-nov  0,15+0,00 5,07 +0,13 0,115+ 0,000 1,80 0,01
13-dic  0,15+0,00 8,99 + 0,01 0,086 + 0,000 1,65+0,01
2018 0l-oct  0,20+0,01 8,46 = 0,08 0,136 +0,002 1,80+ 0,01
15-oct 0,17 +0,00 8,98 + 0,50 0,113+0,002 1,71+0,05
28-oct  0,19+0,01 7,07 £ 0,07 0,111 +0,000 1,50+ 0,05
11-nov 0,26 +0,01 7,82 0,10 0,113 +0,000 1,56+ 0,01
25-nov  0,23+0,01 5,44 + 0,06 0,089 + 0,003 1,43 +0,02
11-dic 0,17 +0,00 4,34 +0,14 0,074 +0,003 1,38+0,01
2019 0l-oct  0,10+0,00 8,51+ 0,09 0,098 +0,000 1,64 +0,00
15-oct 0,09 +0,00 10,71+0,23  0,089+0,001 1,57+0,04
28-oct 0,09 +0,00 8,05+ 0,01 0,083 +0,001 1,59+0,02
11-nov 0,11 +0,00 8,23+ 0,05 0,077 +0,001 1,48 +0,01
25-nov 0,10+ 0,00 7,47 + 0,01 0,069 + 0,000 1,55+0,02
09-dic 0,09 £0,00 7,49 = 0,03 0,065+0,000 1,51+0,01
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Tabla 4.4. (Continuacion).

Clon Afo mflee(;}::eo (% ?c(iljleezico) hzflr;ep:(r)(:;(li:;)s K Kas2
Clon 6 2017 04-oct  0,14+0,00 8,84 + 0,01 0,147 +0,000 1,81+0,18
(C-6) 18-oct 0,13 +0,00 7,97 + 0,02 0,135+ 0,003 1,69+0,02
07-nov  0,13+0,00 6,38 0,05 0,122 +0,002 1,65+0,03
22-nov  0,12+0,00 2,66 + 0,05 0,115+ 0,000 1,54 +0,00
29-nov  0,11+0,00 2,16 +0,00 0,097 +0,000 1,43 +0,03
13-dic 0,20+ 0,01 4,78 +0,02 0,073 +0,000 1,59+0,04
2018 0l-oct 0,15+0,001 5,87 +0,16 0,123 +0,000 1,73 +0,02
15-oct 0,12+ 0,00 5,28 +£0,17 0,110+0,001 1,64+0,03
28-oct  0,15+0,00 3,83+ 0,09 0,105+ 0,000 1,53 +0,03
11-nov 0,18 £0,00 3,57 0,08 0,116 0,001 1,54+0,01
25-nov  0,22+0,00 3,05+ 0,04 0,109 +0,002 1,48 +0,03
11-dic  0,22+0,00 3,36 £ 0,08 0,097 +0,001 | 1,42+0,01
2019 0l-oct  0,07+0,00 8,57 + 0,02 0,115+ 0,000 1,78+0,03
15-oct 0,11 +0,00 7,99 0,10 0,106 +0,000 1,77 +0,03
28-oct  0,11+0,00 4,36 + 0,07 0,083 +0,000 1,62+0,01
11-nov 0,11 +0,00 2,68 £ 0,02 0,072 +0,000 1,58+0,01
25-nov 0,17 +0,00 5,41+ 0,02 0,075+0,001 1,87+0,03
09-dic 0,13 +0,00 425+0,11 0,068 +0,000 1,64+0,01
Clon Std 2017 04-oct  0,15+0,00 10,54+0,05 0,144+0,003 1,92+0,01
(C-Std) 18-oct 0,14+ 0,00 10,71+0,20  0,132+0,001 1,79 +0,02
07-nov  0,15+0,00 6,59 + 0,25 0,115+ 0,001 1,73 +0,00
22-nov  0,15+0,00 595+0,17 0,107 +0,002 1,56 + 0,05
29-nov 0,17 +0,00 6,02+0,14 0,101 +0,001 1,58 +0,05
13-dic 0,18 +0,01 7,14 0,10 0,072 +0,000 1,62+0,02
2018 0l-oct  0,15+0,00 5,84 +0,23 0,140 £ 0,001 1,72+0,01
15-oct 0,14 +0,00 7,55+0,23 0,128 +0,000 1,84 +0,04
28-oct  0,14+0,00 4,64 +0,05 0,110+ 0,001 1,64+0,01
11-nov 0,14+ 0,00 5,51+0,14 0,105+0,001 1,45+0,01
25-nov  0,19+0,01 4,13 +0,02 0,107 +0,001 1,47 +0,02
11-dic  0,19+0,01 4,41 +0,05 0,103 +0,001 1,49 +0,02
2019 0l-oct 0,16 +0,00 9,49 +0,12 0,153 +0,001 2,08 +0,02
15-oct  0,10+0,00 12,46+0,18  0,119+0,000 1,98+0,01
28-oct  0,12+0,00 12,56 £0,18  0,119+0,001 2,05+0,02
11-nov 0,18 +0,01 11,47+0,11  0,101+0,001 1,80+0,01
25-nov  0,17+0,00 11,13+025  0,103+0,001 1,87+0,03
09-dic  0,11+0,00 14,50+ 0,03  0,093+0,001 1,94+0,05
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Tabla 7.3. Principales acidos grasos en los AOVE de la seleccion clonal de Empeltre.

Clon

Ano

Fecha
muestreo

C16:0 (%)

C18:1 (%)

C18:2 (%)

C18:3 (%)

M/P

Clon 2
(C-2)

2017

04-oct
18-oct
07-nov
22-nov
29-nov
13-dic

14,89 + 0,06
14,84 + 0,06
14,33 + 0,06
13,98 + 0,03
13,66 + 0,06
13,62 +0,10

68,83 £ 0,01
67,44 + 0,01
65,79 + 0,02
65,42 + 0,03
66,44 + 0,06
66,48 + 0,08

11,12 + 0,04
12,56 = 0,06
14,89 = 0,03
15,65 = 0,04
14,99 + 0,00
14,98 + 0,01

0,85+ 0,00
0,83 0,01
0,81 +0,01
0,79 0,00
0,73+0,00
0,73+0,00

591 +0,02
5,18 +0,03
4,31 +0,01
4,09+0,01
4,33 £0,01
4,35+ 0,00

2018

01-oct
15-oct
28-oct
11-nov
25-nov
11-dic

14,81 + 0,02
14,58 + 0,14
14,27 £ 0,21
13,34 + 0,04
13,01+ 0,02
11,75+ 0,09

72,03 +0,03
72,11+ 0,06
72,81+0,15
73,97 +0,07
74,50 + 0,01
75,12+ 0,08

7,78 +0,01
8,05+ 0,05
7,78 +0,02
7,61+0,02
7,54 £ 0,00
8,15+0,01

0,97 £ 0,00
0,85+0,01
0,78 0,00
0,76 £ 0,01
0,72+ 0,00
0,74+0,00

8,45+ 0,01
8,32+ 0,04
8,74+ 0,01
9,07 £ 0,04
9,25+0,01
8,68 + 0,01

Clon 3
(C-3)

2017

04-oct
18-oct
07-nov
22-nov

29-nov
13-dic

14,30 + 0,01
13,47 + 0,06
12,97 + 0,02
13,77 + 0,04
13,43+ 0,11
13,27 + 0,03

70,51 £0,04
71,60 £ 0,05
71,46 £ 0,02
68,58 + 0,03
69,31 + 0,07
69,04 £ 0,01

9,95 +0,05
9,73+ 0,01
10,48 + 0,02
12,69 +0,01
12,29 + 0,02
12,83 +0,01

0,93 +0,00
0,87 0,00
0,80 +0,00
0,79 0,00
0,77+0,01
0,76 £ 0,00

6,65 +0,03
6,91 + 0,00
6,47 + 0,01
5,23 +0,00
5,44+ 0,01
521 +0,00

2018

01-oct
15-oct
28-oct
11-nov
25-nov
11-dic

15,81+ 0,01
15,54 + 0,00
15,10+ 0,01
14,67 + 0,01
16,39 + 0,64
16,99 = 0,06

70,48 + 0,01
70,30 £ 0,00
70,75+ 0,00
70,66 + 0,01
70,24 £0,54
70,57 + 0,05

8,50 = 0,02
9,01+0,01
9,02+0,01
9,59 + 0,01
8,58 0,08
7,80+ 0,01

0,95+ 0,00
0,84 +0,00
0,80 +0,00
0,81+0,00
0,73+0,00
0,67 £ 0,00

7,67 +0,01
7,35+0,02
7,42 +0,01
7,00 £ 0,01
7,76 +0,01
8,56 + 0,00

2019

01-oct
15-oct
28-oct
11-nov
25-nov
09-dic

15,94 + 0,06
15,65 + 0,00
15,39 + 0,01
15,21+ 0,01
14,58 + 0,10
14,17 = 0,06

70,53 + 0,01
68,81 £ 0,00
68,82 + 0,01
68,51 + 0,04
69,72 +0,11
69,91 + 0,05

8,29 + 0,06
10,23 + 0,00
10,64 = 0,00
11,14+ 0,01
10,78 + 0,00
11,08 = 0,00

0,93 +0,00
0,88 £ 0,00
0,83 0,00
0,82 +0,00
0,77 £0,00
0,76 £ 0,00

7,88 £0,05
6,40 £ 0,00
6,20 = 0,00
5,92+ 0,01
6,22 +0,01
6,08 = 0,00
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Tabla 4.5. Continuacion.

Clon Afio mieezl::eo C16:0 (%) C181(%)  Cl18:2(%) C183(%)  M/P
Clon6 2017  Od-oct 12,99+0,06 71,84+021 9,54=0,00 0,97+0,01 698+0,01
(C-6) 18-oct 12,95+0,06 71,33+0,08 1036+0,04 0,90+0,01 6/48+0,01
07-nov 12,62+0,06 70,65+0,03 11,50+0,01 0,83+0,00 586 +0,00
2-nov 12,70+0,06 69,51+0,04 1256+0,05 0,84+0,00 530002
29-nov 12,28+0,06 70,13+0,11 1250+0,04 0,83+0,02 538+0,02
13-dic 11,91+0,06 71,11+0,07 12,07+0,00 076+0,01 5,66+0,01
2018  Ol-oct 14,98+0,06 71,50+0,04 823+0,00 0,95+0,00 8,00+ 0,00
15-0ct 1449+0,06 72,27+0,03 808+0,01 083+0,00 832+0,00
28-oct 14,17+0,06 72,64+0,06 810+0,01 0,78+0,00 840+ 0,00
1l-nov 13,26 +0,06 74,04+0,01 7,65+0,01 0,79=0,00 899+ 0,00
25-nov 11,57+0,06 7574+0,02 770+0,00 0,76+0,00 9,17+0,00
11-dic 11,70+0,06 7543+0,03 7,95+0,00 0,77+0,03 8,3850,04
2019 Ol-oct 1657+0,06 67,87+0,01 9,95+0,01 1,01+0,00 6,43+ 0,00
15-oct 1576 +0,06 67,13+0,04 11,40=0,02 0,96+0,00 5,65%0,01
28-oct 14,44+0,06 6859+0,19 11,27+0,06 093+0,01 585+0,01
11-nov 15,14+0,06 6899+0,00 1038+0,01 0,84=0,00 639+ 0,00
25-nov 1549+0,06 67,86+0,06 11,17+0,02 0,86+0,00 586+0,01
09-dic 1477+0,06 6729+0,10 12,45+0,02 0,91+0,00 524 0,00
ClonStd 2017  Od-oct 1419+0,06 71,38=0,06 923+005 084+0,01 7,27=0,05
(C-Std) 18-oct 14,70+0,06 69,29+0,01 10,90+0,01 0,82+0,00 6,07+ 0,01
07-nov 13,74+0,06 70,15+027 11,06+0,19 077+0,01 6,08+0,12
22-nov 1354+0,06 69,76+0,01 11,68+0,02 076+0,01 5,75+0,01
29-nov 13,46+0,06 69,49+0,01 12,03+0,02 074+0,00 558+0,01
13-dic 13,16+0,06 70,53+0,02 11,39+0,00 0,70+0,00 597 +0,00
2018  Ol-oct 1506+0,06 71,97+023 7,99+0,06 090+0,03 830000
15-0ct 14,94+0,06 71,60+0,04 852003 0,800,010 7,89+0,01
28-oct 1422+0,06 72,66+0,08 819+0,00 078+0,03 831+0,01
1l-nov 13,76 +0,06 73,44+0,06 7,96+0,01 0,74=0,00 8 660,03
25-nov 13,05+0,06 7505+0,01 720+0,02 0,71+0,00 9,73+0,00
11-dic 1249+0,06 7539+0,06 7,46+0,01 070+0,01 9,45+0,00
2019  Ol-oct 1561+0,06 71,46+0,02 7,82+0,01 089+0,01 846+0,01
15-0ct 1575+0,06 69,78+0,13 925+0,01 0,82+0,00 7,17+0,01
28-oct 1538+0,06 68,88+0,04 10,61+0,01 080+0,00 625=0,00
11-nov 14,94+0,06 6852+0,01 11,53+0,01 0,80+0,01 574+0,01
25-nov 14,80+ 0,06 6830+0,19 11,86+0,02 0,82+0,00 557 +0,00
09-dic 14,41+0,06 68,18=0,05 12,47+0,00 0,80+0,00 530 0,00
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