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1. RESUMEN

Este trabajo ha estudiado la composicion lipidica, tanto de esteroles como de alcoholes
(alifaticos y triterpénicos) y de acidos grasos en aceites de oliva aragoneses de la
variedad Empeltre, asi como la influencia de la campafia y la zona de produccion sobre
sus perfiles lipidicos. Para ello se utilizaron muestras de aceite de oliva Empeltre de la
zona del Bajo Aragdn y de la zona del Moncayo. De esta ultima, se utilizaron muestras
de la campafa 2017-18 y de la campafia 2018-19.

Se analizd la composicion de esteroles, de alcoholes (alifaticos y triterpénicos) y los
acidos grasos mediante métodos de analisis oficiales basados en la cromatografia de
gases y en la cromatografia de capa fina. Posteriormente se realizd un estudio
estadistico de los resultados obtenidos incluyendo un Anélisis de Componentes
Principales (PCA).

La composicion de esteroles varié con la campafia y con la zona de produccion. El
unico esterol critico fue el A-7-Estigmastenol que en muchos casos mostré valores
elevados. Ademas, su contenido varié con la campafa de produccion. La composicién
de alcoholes fue similar entre las dos campafias (2017-18 y 2018-19) y el perfil de

acidos grasos mostro diferencias ente las campafas Yy entre las zonas de produccion.

Estos resultados permitieron evidenciar que el perfil lipidico de los aceites de oliva de la
variedad Empeltre varia en funcién de la campafia y de la zona de produccién.



ABSTRACT

This essay has studied the lipidic composition of both sterols and alcohols (aliphatic and
triterpenic) and of fatty acids in Aragonese olive oils of the “Empeltre” variety, as well
as the influence of the campaign and the production area on their lipidic profiles. For
this purpose, samples of Empeltre olive oil from the Bajo Aragon and Moncayo areas

were used. Samples of the latter were used from the 2017-18 and 2018-19 campaigns.

The composition of sterols, alcohols (aliphatic and triterpenic) and fatty acids was
analysed using official analysis methods based on gas chromatography and thin layer
chromatography. Subsequently, a statistical study of the results obtained was carried

out, including a Principal Components Analysis (PCA).

The composition of sterols varied with the campaign and with the production area. The
only critical sterol was A-7-Stigmastenol, which in many cases showed high values. In
addition, its content varied with the production campaign. The composition of alcohols
was similar between the two campaigns (2017-18 and 2018-19) and the fatty acid

profile showed differences between campaigns and between production areas.

These results showed that the lipid profile of olive oils of the Empeltre variety varies

according to the campaign and the production area.



2. INTRODUCCION

2.1 LAACEITUNA

La aceituna, es una drupa caracterizada por ser el fruto del olivo, de pulpa carnosa y que
contiene un solo hueso. La longitud es de 1 a 4 cm y presenta un didmetro de 0,6 a 2
cm. El peso medio de la aceituna esta entre 1,5 y 6 g y también se encuentran

diferencias en el color pudiendo ser desde verde a morado o negro.

Las aceitunas se diferencian de los demas frutos por su alto contenido en grasa. Este
fruto estd formado por tres tejidos principales: endocarpio, mesocarpio y epicarpio
(Figura 1). El endocarpio es el hueso, el mesocarpio la pulpa o carne, y el epicarpio la
piel o capa externa. Méas de un 90% del aceite se localiza dentro de las vacuolas de las
células del mesocarpio, aunque también se encuentra aceite disperso dentro del sistema

coloidal del citoplasma y un pequefio porcentaje dentro del epicarpio y el endocarpio.

Epicarpio

Mesocarpio (pulpa)

./ Endocarpio (pared del hueso)

Figura 1: Esquema de los diferentes tejidos en la aceituna (Vera, 2011).

2.2 EL ACEITE DE OLIVA

El aceite de oliva es el obtenido a partir de la aceituna (Olea europaea L.)
exclusivamente por procedimientos mecanicos u otros medios fisicos, en condiciones
especialmente térmicas que no produzcan la alteracion del aceite, y que no haya tenido
maés tratamiento que el lavado, la decantacion, la centrifugacion y el filtrado (COl,
2009).

El aceite de oliva es un producto consumido habitualmente en la dieta mediterranea

gracias a que estd dotado de una gran calidad nutritiva, organoléptica y comercial.



Ademas, se trata de un producto que esta regulado por la legislacion europea, lo que ha
permitido clasificar y categorizar los distintos tipos de aceites de oliva en funcion de las

caracteristicas que poseen.

La calidad en el aceite de oliva se entiende como el conjunto de propiedades o atributos
que él posee y que determina el grado de aceptacion del consumidor respecto a un
determinado uso.

La calidad del aceite de oliva depende de distintos factores como las condiciones
climaticas, el método de recoleccion o de procesado, la variedad de la aceituna o incluso
el grado de maduracién. No obstante, todos los factores se pueden agrupar en las
siguientes categorias:

e Tecnologicos: proceso de elaboracion, envasado y conservacion.
e Ambientales: condiciones climaticas y tipo de suelo.
e Agrondmicos: técnicas de cultivo, de recoleccion y grado de maduracion.

e Genéticos: variedad de la aceituna

2.2.1 CALIDAD NUTRITIVA
La calidad nutricional del aceite de oliva estd directamente relacionada con la

composicion quimica del mismo. Por lo tanto, desde el punto de vista quimico, se puede
establecer que la composicién del aceite de oliva esta dividida en dos fracciones, la
fraccion saponificable que es la mayoritaria (98-99% del peso total del aceite) y la
fraccion minoritaria (2% del peso total del aceite), denominada como fraccién
insaponificable:

e Fraccion saponificable: entre sus constituyentes principales se encuentran los
triglicéridos (ésteres de glicerol y &cidos grasos) puesto que las aceitunas
acumulan en su interior lipidos en forma de distintas especies moleculares de
triacilgliceroles. Dentro del perfil de &cidos grasos el acido oleico supone un 55-
83%, por lo que se puede considerar al aceite de oliva como una grasa
monoinsaturada (Aparicio y Harwood, 2003). La presencia de algunos acidos
grasos como el oleico, o acidos poliinsaturados esenciales como el linoleico y
linolénico en la composicion del aceite de oliva hace que se diferencie de otras

grasas vegetales, otorgando al aceite unas propiedades beneficiosas y saludables



para el consumidor humano. Entre otras destacan los efectos positivos que tiene
el 4cido oleico en la regulacion del colesterol (aumenta el colesterol HDL y a
disminuye el colesterol LDL). Ademaés, este perfil rico en &cidos grasos en
monoinsaturados (AGM) y bajo en &cidos grasos poliinsaturados (AGP) hace al
aceite de oliva mucho mas estable frente a la oxidacion que otros aceites ricos en
AGP.

e Fraccion insaponificable: incluye una gran variedad de compuestos quimicos,
siendo los méas importantes los compuestos fendlicos, que no se encuentran en
otros aceites debido al refinado (Hrncirik y Fritsche, 2004). También se
encuentran los esteroles y los alcoholes alifaticos y triterpénicos, junto a los
tocoferoles y los pigmentos, que son antioxidantes naturales del aceite y
confieren estabilidad frente a la oxidacion. Dentro de los tocoferoles, el méas
importante es el a-tocoferol conocido como vitamina E que es el principal

antioxidante ante el enranciamento (Garcia-Ortiz, Fernandez y Pacheco, 2016).

2.2.2. CALIDAD SENSORIAL
La calidad sensorial de un alimento es un concepto dificil de definir. Esta relacionada

con un conjunto de caracteristicas evaluables a través de los érganos sensoriales que

determinan su nivel de aceptacion por parte del consumidor.

El aceite de oliva se caracteriza sensorialmente por tener una serie de atributos tanto
positivos como negativos, que son imprescindibles a la hora de realizar la clasificacion

por categorias comerciales.

Atributos positivos:

- Frutado: conjunto de sensaciones olfativas caracteristicas del aceite,
dependientes de la variedad de aceituna, procedente de frutos sanos y frescos,
verdes 0 maduros.

- Amargo: Sabor elemental caracteristico del aceite obtenido de aceitunas verdes 6
en envero.

- Picante: Sensacion tactil de picor, caracteristica, principalmente de aceitunas

todavia verdes.

Atributos negativos:



- Atrojado/ borras: Flavor caracteristico del aceite obtenido de aceitunas
amontonadas en condiciones que han sufrido un avanzado grado de
fermentacion anaerobia.

- Rancio: Flavor de los aceites que han sufrido un proceso oxidativo.

- Avinado/avinagrado: Flavor caracteristico de algunos aceites que recuerda al
vino 6 al vinagre.

- Moho/humedad: Flavor caracteristico del aceite obtenido de frutos en los que se
han desarrollado abundantes hongos y levaduras, a causa de la humedad.

- Otros: metalico, alpechin, etc

2.2.3. CALIDAD COMERCIAL
La importancia del aceite de oliva, como producto diferenciado dentro de la dieta

mediterrdnea ha hecho que en los Gltimos afios se hayan incrementado las marcas de
calidad reconocida bajo las que se comercializa este producto.

En Espafia en la actualidad hay registradas 29 Denominaciones de Origen (MAPA,
2019). La gran mayoria se localizan en Andalucia que cuenta con 12 marcas registradas.
Aragon por su parte tiene dos Denominaciones de Origen reconocidas: “Aceite del Bajo
Aragoén” y “Aceite Sierra del Moncayo™.

En Aragon la superficie de cultivo del olivo oscila alrededor de las 48.000 Has que se
reparten por toda la geografia aragonesa. Teruel abarca la mayor extension de olivar con
aproximadamente 25.000 hectareas cultivadas, seguida de Zaragoza con 16.000 Has, y
por ultimo, la provincia de Huesca cuenta con 8.000 Has cultivadas. (MAPA, 2018).

Las zonas de mayor relevancia en cuanto a produccidn aceitera debido a la calidad de
sus aceites podria decirse que son las areas geograficas que comprenden el este de

Aragon y la zona oeste de comunidad aragonesa.

La zona este de Aragén dedicada al cultivo del olivar se caracteriza por presentar un
clima mediterraneo continentalizado con un balance de precipitaciones medias anuales
entorno a los 450-467 mm/afio. Esta zona esteparia presenta grandes diferencias en
cuanto a las temperaturas en funcién del periodo del afio. Las temperaturas medias
oscilan entre 7-14 °C, pero en verano se alcanzan los 40 °C que contrastan con los -16
°C que se pueden dar en los meses invernales (Orden de 28 de Agosto de 2014). Otra

caracteristica interesante de esta zona es la presencia del cierzo; el cierzo es un aire frio
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y seco que debido a su elevada actividad provoca que las tierras se vuelvan aridas. Por

otra parte elimina la formacion de nieblas y escarchas, aspecto positivo para el olivar.

El oeste aragonés, conocido también como el Bajo Aragon se caracteriza por ser una
zona llana o suavemente alomada, cuyos suelos son mayoritariamente calizos. El clima
se caracteriza por tender al continental. EI amplio conjunto de municipios que abarca
esta zona hace que sea dificil calcular un valor medio de las precipitaciones anuales de
la zona. Se podria decir que los valores oscilan entre 328-368 mm/afio, siendo el otofio
la estacion con un mayor porcentaje de precipitaciones. Respecto a la temperatura
media anual también varia en funcién del municipio. Esta zona se caracteriza por una
amplitud térmica alta. Los meses de verano son los mas calidos mientras que enero es el
mes en el que se registra una menor temperatura. La temperatura anual media de la zona
se situaria entre los 14-15 °C (Orden de 17 de Marzo de 2009).

Estas caracteristicas hacen que en Aragon crezca una de las variedades de olivo con
mayor historia dentro de la agricultura hispénica la variedad Empeltre.

La variedad de aceituna Empeltre proviene de la variedad de olivo de mismo nombre
que se caracteriza por presentar un gran desarrollo cuando se cultiva en buenas
condiciones ecoldgicas, arbol de porte erguido y con ramas de fuerte tendencia a la
verticalidad. Tiene entrenudos largos y produce pocas ramificaciones. La copa tiene un
follaje espeso y los frutos se encuentran en el interior, siendo poco visibles (Orden de
28 de Agosto de 2014), ademas se singulariza por tener una elevada productividad y una
temprana fructificacion. La aceituna fruto del Empeltre presenta un tamafio medio,
alargado, asimétrico, ligeramente abombada por el dorso y plana en lado opuesto y tiene
un color negro (Barranco, Fernandez-Escobar, Rallo, 2008). Ademas, los aceites que se
obtienen de esta variedad se singularizan por su sabor suave, no excesivamente amargo,

con matices dulces. Estas propiedades realzan la genuinidad de este aceite monovarietal.

2.2.4. CALIDAD REGLAMENTADA
La calidad reglamentada de los aceites de oliva viene definida en el Reglamento (CEE)

n°® 2568/1991 (CEE, 1991) y posteriores modificaciones. En él se definen las

caracteristicas de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva y sus métodos de



analisis. De acuerdo con esta legislacion, para cada categoria comercial se establecen
unos criterios de calidad recogidos en la Tabla 1. Dichos criterios se basan en limites

maximos de pardmetros fisico quimicos y sensoriales para cada categoria comercial.

PARAMETROS Aceite de oliva Aceite de oliva Aceite de oliva

virgen extra virgen lampante
Acidez (% acido <0,8 <2 >2,0
oleico)
indice de
peréxidos =20 =20 -
(meqO2/kQ)
Ka70 (Abs 270 <0,22 <0,25 -
nm)
K232 (AbS 232 < 2,50 < 2,60 -
nm)

Esteres etilicosde | <30 - -
acidos grasos

(mg/kg)

Mediana del >0 >0 0
frutado

Mediana de 0 <35 >3,5
defectos

Tabla 1: Pardmetros fisico-quimicos y sensoriales para la clasificacion comercial de los
aceites de oliva.

No basta con que los aceites de oliva cumplan con los criterios de calidad, sino que
tambien deben cumplir con los denominados criterios de pureza para poder ser
clasificados dentro de una categoria comercial. Los criterios de pureza vienen
estipulados asimismo, en el Reglamento (CEE) n° 2568/1991 (CEE, 1991). Dentro de
estos criterios de pureza se encuentran entre otros, el contenido de acidos grasos, de
ceras o la composicion de esteroles. Estos parametros son caracteristicos de cada tipo de
grasa. En el Reglamento (CEE) n° 2568/1991 (CEE, 1991) se define el esquema de
decisiones para la comprobacion de la conformidad de una categoria de aceite con

respecto a la declarada comercialmente.



La determinacion de los acidos grasos es importante debido a que aporta informacion
sobre la estabilidad del aceite y sobre posibles adulteraciones que haya podido sufrir, ya
sea con un aceite de distinta categoria comercial o con otro tipo de grasa.

El aceite de oliva debe cumplir con los valores estipulados en el mencionado
Reglamento. Asi pues, los aceites de oliva deberan cumplir; con un contenido en
porcentaje (%) de: < 0,05 de Miristico, < 1,0 Linolénico, < 0,6 Araquidico, < 0,4
Eicosenoico, < 0,2 Behénico, <0,2 Lignocérico, 7,5-20,0 Palmitico, Palmitoleico: 0,3-
3,5; Heptadecanoico: < 0,3; Heptadecenoico: < 0,3; Estearico: 0,5-5,0; Oleico: 55,0-
83,0; Linoleico: 3,5-21,0.

La composicion de esteroles es otro criterio para evaluar la pureza de un aceite de oliva,
ya que son distintos que los de otras grasas.

En el caso de los esteroles los porcentajes legislados varian en funcion de la categoria.
De esta forma, para que un aceite se pueda clasificar bajo la denominacién de virgen
extra deber cumplir: Colesterol (%): < 0,5; Brasicasterol (%): < 0,1; Campesterol (%):
<4,0; Estigmasterol (%):<Camp.; Beta-sitosterol (%): >93,0; Delta-7-estigmastenol
(%):< 0,5; Esteroles totales (mg/kg): > 1 000.

Las ceras se evalUan junto con los alcoholes alifaticos. Si el contenido en ceras esta
comprendido entre 300-350 mg/Kg se deben determinar los alcoholes aliféticos y la
suma de eritrodiol y uvaol. Se considerara un aceite de oliva virgen lampante si su
contenido en alcoholes alifaticos es < a 350 mg/kg o si su contenido en eritrodiol +
uvaol es < a 3,5% perdiendo de esta forma, su categoria de virgen o virgen extra. El
contenido de ceras y de alcoholes alifaticos se consideran criterios de pureza y se

utilizan para categorizar un aceite.

Como se ha mencionado anteriormente, en el Reglamento (CEE) n° 2568/1991 (CEE,
1991) esta descrito el arbol de decisiones que hay que seguir para categorizar un aceite
de oliva. El arbol de decisiones se puede observar en el Anexo I, donde se describen los

pasos a seguir para categorizar correctamente un aceite de oliva (Figuras 8 y 9).

No obstante, esta no es la Unica clasificacion legal existente. EIl CODEX (Codex, 1981)
y el Consejo Oleicola Internacional (COI) establecen otra clasificacion basada en los

mismos criterios de calidad y pureza.
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En el Reglamento (CEE) n° 2568/1991 (CEE, 1991) y en El Consejo Oleicola
Internacional (COI, 2018) se afiade una rama del arbol de decisiones cuando los valores
del A-7-Estigmastenol superan el valor porcentual de 0,5 para los aceites virgen y virgen
extra (CEE, 1991; COl, 2018) (Figura 2).

0.5<A-7-estigmastenol<0.8

Campesterol < 3.3% App. Estigmasterol AECN42 <0.1|
B-sitosterol / (campest <14%
+ A7stig) 225

Figura 2: Arbol de decisiones para la categorizacion del aceite de oliva (CEE, 1991;
COl, 2018).

De esta forma, si el porcentaje de A-7-Estigmastenol es 0,5<A-7-Estigmastenol<0,8 y
cumple con las condiciones descritas en la Figura 2, podria seguir categorizandose
COmo Virgen o virgen extra.

Sin embargo, el CODEX vy otras legislaciones, al margen de la Unién Europea y el COI,
no permiten valores de A-7-Estigmasntenol por encima de 0,5. Esto hace que aceites
categorizados como aceites de oliva virgen o virgen extra pierdan esta categorizacion
cuando se comercializan fuera de Europa, teniendo que comercializarse como
“coupage” o ser destinados a lampante a pesar de cumplir con todos los criterios de
calidad necesarios para ser virgen o virgen extra.

Estudios cientificos desarrollados en los ultimos afios han demostrado que la
composicion lipidica de ciertos aceites de oliva depende de la variedad de aceituna que
se emplee para la elaboracion del aceite (Gracia, Royo, Guillen, 2009).

En el caso particular de los aceites monovarietales “Empeltre”, variedad aragonesa,
distintos estudios han demostrado que la composicion esterélica varia en funcién de
diversos factores. (Romero, Ninot, Hermoso, 2016 y Rey-Giménez et al., 2019).
Algunos autores han descrito la influencia del afio de cosecha sobre los valores de
algunos esteroles, asi como las diferencias con otras variedades en la mencionada
composicion esterolica (Gracia, Royo, Guillen, 2009). La zona de produccion también
afectaria al perfil esterdlico de la variedad aragonesa (Romero, Ninot, Hermoso, 2016).

11



Los mismos autores manifestaron que el Unico esterol cuyo valor se encontraria por
encima de los limites establecidos en la legislacion para los aceites monovarietales
“Empeltre” seria el A-7-Estigmastenol. Se conoce que el porcentaje de este esterol varia
con la maduracion, comprometiendo el limite legal establecido por el Reglamento
(CEE) n° 2568/1991 (CEE, 1991) cuando las aceitunas presentan una maduracion
temprana (Rey-Giménez et al., 2019).

12



3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Espafa es el principal productor de aceite de oliva en el mundo. En Aragon, la principal
variedad autéctona es la aceituna “Empeltre”. Esta variedad tiene dos aptitudes,
elaboracion de aceite y aceituna de mesa. Los aceites de oliva monovarietales Empeltre
se singularizan de aceites de otras variedades por su color amarillo y su sabor suave no
excesivamente amargo. En estudios previos sobre la composicion esterélica en aceites
de esta variedad se han observado diferencias respecto a los aceites de otras variedades.
Sin embargo, no se ha estudiado la influencia de distintos factores, como la campafia de
cosecha, o las zonas geograficas aragonesas, en el perfil de esteroles de aceites

aragoneses de la variedad Empeltre.

El objetivo general del trabajo es determinar la composicion lipidica, tanto de esteroles
como de alcoholes (alifaticos y triterpénicos) y de acidos grasos en aceites de oliva
aragoneses de la variedad Empeltre.

Para ello se contemplan los siguientes objetivos parciales:

e Determinar la composicion esterdlica en aceites de oliva Empeltre de la zona del
Moncayo de las camparias 2017-2018 y 2018-20109.

e Determinar la composicion en alcoholes en aceites de oliva Empeltre de la zona
del Moncayo de las campafias 2017-2018 y 2018-2019.

e Determinar la composicion de acidos grasos en aceites de oliva Empeltre de la
zona del Moncayo de las camparias 2017-2018 y 2018-20109.

e Determinar la composicion esterdlica en aceites de oliva Empeltre de la zona del
Bajo Aragon en la campafa 2017-2018.

e Determinar la composicion de acidos grasos en aceites de oliva Empeltre de la
zona del Bajo Aragon en la campaiia 2017-2018.

e Realizar un estudio estadistico comparando aceites Empeltre de diferentes zonas
aragonesas y de distintas camparias de elaboracion, mostrando una especial

atencion al parametro A-7-Estigmastenol.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. MATERIALES

4.1.1. Aceites de oliva
Los aceites de oliva de la variedad Empeltre utilizados en el estudio fueron
seleccionados por zona, variedad y campafia. Los aceites provenian de almazaras

aragonesas localizadas en la zona del Moncayo y en la zona este del Bajo Aragon.

De la zona del Moncayo se seleccionaron 10 aceites correspondientes a la campafia
2018-2019 y 14 aceites pertenecientes a la campafia 2017-2018. Los aceites originarios
de almazaras situadas a lo largo de la zona este del Bajo Aragén eran de la campafia
2017-2018 y fueron un total de 8.

Las 32 muestras estudiadas fueron seleccionadas previamente por el Laboratorio
Agroambiental del Gobierno de Aragon y categorizadas como aceites de oliva virgenes
0 virgenes extra tras su analisis. Posteriormente fueron filtradas, envasadas y congeladas

a -20 °C hasta su analisis para este estudio.

Las muestras de aceite de oliva fueron codificadas antes de su analisis. Se establecié un
codigo de identificacion de 3 ¢ 4 digitos. El digito de la derecha correspondia con la
zona de procedencia; asi pues, si procedia de la zona del Moncayo se identificaba con la
letra “M” y si provenia de la zona del Bajo Aragdn se identificaba con la letra “B”. El
digito del centro se relacionaba con el afio de campafia. Si la muestra era de la campafia
2018-19 el digito era un 2, mientras si era de la campafia 2017-18, el digito era un 1. El
digito de la izquierda se identificaba con el orden en el que habian sido analizadas las

muestras, siendo un ndmero natural comprendido entre el n° 1y el 32.
4.2 METODOS

4.2.1. Determinaciones en el aceite
4.2.1.1. Consideraciones previas

Los analisis de este Trabajo Fin de Grado fueron realizados en el Laboratorio
Agroambiental del Gobierno de Aragon, ubicado en Montafiana (Zaragoza).

Puesto que este laboratorio realiza anélisis de control oficial, debe cumplir con lo
descrito en el Reglamento (CE) 882/2004 (CEE, 2004), que especifica que los
laboratorios que realizan los controles oficiales deben aplicar procedimientos
autorizados internacionalmente y emplear métodos de analisis que, en la medida de lo
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posible, hayan sido validados, ademas deben ser evaluados y acreditados segun la
norma UNE-EN-ISO/IEC-17025 (Rey et al., 2017).

El Laboratorio Agroambiental se encuentra acreditado por ENAC (Entidad Nacional de
Acreditacion) mediante la norma UNE-EN 1SO / IEC 17025:2017. Los analisis a los
aceites de oliva se han realizado en la sala de aceites, grasas y productos lacteos

perteneciente al Area Técnica de Alimentacion.

4.2.1.2. Determinacion de la composicién y contenido de esteroles y dialcoholes

triterpénicos.

Para realizar la determinacion de la composicion y contenido de esteroles se siguio la

metodologia oficial descrita en el Anexo V del Reglamento de la CEE 2568/91 (CEE,

1991).

El método se divide en dos partes: preparacion del insaponificable y separacion de la

fraccion de esteroles y alcoholes triterpénicos (eritrodiol + uvaol).
1. Preparacion de insaponificable:
En un matraz de 250 ml se pipetean 500 ul de solucion de patréon interno o-
colestanol al 0,2%. Se evapora hasta sequedad, con una ligera corriente de
nitrégeno. A continuacién, se afiaden 5 + 0,01 g de muestra de aceite previamente
filtrada, en el mismo matraz. Después, se afiaden 50 mL de solucion etandlica de
hidroxido potasico 2 N. Seguidamente se ajusta el condensador de flujo y se calienta
la muestra a ebullicién suave hasta que se produce la saponificacién (la muestra se
vuelve incolora). Este proceso dura alrededor de 40 minutos.
A continuacion se afiaden 50 ml de agua destilada por la parte superior del
condensador para recoger los vapores, tras ello, se retira el condensador de flujo y se
enfria el matraz hasta una temperatura de 30 °C aproximadamente. Una vez el
matraz esta templado, se pasa el contenido del matraz a un embudo de decantacion
de 500 ml usando dos fracciones de agua destilada (50 ml). Para obtener la materia
insaponificable, se afiaden aproximadamente 80 ml de éter etilico y se agita
energéticamente durante 60 segundos aproximadamente con liberacién periddica de
la presion quitando el tapon al embudo. Se deja reposar unos minutos hasta que se
produzca una completa separacion en dos fases. Se retira entonces, la solucion de
jabon lo mas exhaustivamente posible y se pasa a un segundo embudo de
decantacion de 500 ml. La fase hidroalcoholica se vuelve a verter en el primer
embudo de decantacion y se repite el proceso con dos lavados con 70 y 60 ml de
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éter etilico sucesivamente. Si se forman emulsiones durante el proceso se pueden
eliminar afadiendo pequefias cantidades de etanol. Se combinan las tres
extracciones de éter en un tnico embudo de decantacion.

A continuacién; se afiaden 50 ml de hidroxido potasico 0,5 N y se agita
vigorosamente el embudo y cuando se separan las fases se elimina la fase inferior.
Ulteriormente, se realizan unos 7 6 8 lavados con agua destilada hasta que la
muestra alcance un pH aproximadamente neutro. Para comprobarlo, se afiaden un
par de gotas de una solucion de fenolftaleina en el agua de lavado. Este no debe
adquirir color rosa.

Una vez eliminada el agua de lavado, se filtra con sulfato sédico anhidro a un
matraz de 250 ml, lavando el embudo y el filtro con pequefias cantidades de éter
etilico. Se evapora el disolvente mediante su destilacion en el rotavapor. Se elimina
totalmente el disolvente volatil con una ligera corriente de nitrégeno. La materia

insaponificable seca se redisuelve en 2 ml de acetato de etilo.

2. Separacion de la fraccidn de esteroles y dialcoholes triterpénicos.

En primer lugar se preparan las placas para cromatografia en capa fina basica.
Para ello se sumergen las placas con gel de silice en una solucion etandlica 0,2
N durante 10 segundos; se dejan secar las placas en una campana durante dos
horas y, por ultimo se mantienen en estufa a 100 °C durante una hora. Luego, se
mantienen en un desecador hasta el momento del uso.

En una cubeta de desarrollo se coloca una mezcla de hexano y éter etilico 70/30
(VIV) y se deja durante al menos media hora hasta que se establezca el
equilibrio liquido-vapor. Posteriormente, se depositan aproximadamente 0,1 ml
de la solucién del insaponificable en el extremo inferior de la placa
cromatografica sobre una linea fina e uniforme, utilizando una microjeringa de
1 ml. Paralela a esta linea, se colocan 10 ul de una solucion de betulina para
marcar el nivel de desarrollo y asegurar, de esta forma, que se rasca el eritrodiol
y el uvaol.

Posteriormente se introduce la placa en la cubeta de desarrollo para que se
produzca la elucion hasta que el frente del disolvente quede proximo al extremo
superior de la placa. Cuando esto ocurre, se deja secar la placa bajo una campana
unos minutos. Se pulverizan sobre la placa ligera y uniformemente una solucion

de 2,7-diclorofluoresceina y se deja secar. Tras ello, se pueden identificar las

16



bandas de esteroles y alcoholes triterpénicos y alifaticos mediante la
comparacion con las manchas obtenidas al aplicar el revelador. A continuacion
se rasca con una espatula metalica el gel de silice contenido en el &rea 3 indicada
en la figura 3, donde se observa el area que debe rasparse para determinar el
contenido de esteroles y dialcoholes triterpénicos (zona 3) y alcoholes alifaticos

(zona 2).

- Escualeno

= Alcoholes triperténicos y alifiticos

1
2
3 ~ Esteroles y dialcohole
4

~ Inicio y dcidos grasos libres

Figura 3: Placa cromatografica en capa fina de aceite de oliva en la que se
observa el area que debe rasparse para determinar el contenido de esteroles y

alcoholes triterpénicos y alifaticos (CEE, 1991).

Una vez rascada el area 3, delimitada para el analisis de esteroles, se introduce el
material obtenido en un embudo filtrante. Se realizan tres lavados con acetato de
etilo y se filtra a vacio, recogiendo el filtrado en un matraz corazon acoplado al
embudo filtrante. El filtrado se evapora por destilacion en rotavapor y se seca
aplicando una ligera corriente de nitrégeno. El residuo que queda esta formado
por la fraccion de esteroles y dialcoholes triterpénicos.

A continuacion se preparan los trimetilsililéteres. Para éllo, se le afaden al
matraz que contiene la fraccion de esteroles y alcoholes triterpénicos 200 ul del
reactivo de sililacion (silol), se agita cuidadosamente el matraz y se deja reposar
al menos durante 30 minutos. La solucion limpida esta lista para el analisis

mediante cromatografia de gases.
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Posteriormente se procede a la inyeccién de la soluciéon en el cromatégrafo
utilizando los siguientes parametros:

e Temperatura de la columna: 260 °C;

e Temperatura del inyector: 300 °C

e Temperatura del detector: 300 °C

e Relacion del fraccionamiento: 1/100

e Cantidad de sustancia inyectada: 1pl de solucion de trimetilsililéteres

e Flujo del gas portador: 1ml/min (Helio)
Para la expresion de resultados se indican las concentraciones de cada uno de los
esteroles, expresados en % de materia grasa, y su suma como ‘“‘esteroles totales”
expresados en mg/kg de materia grasa. El porcentaje de cada uno de los esteroles
se calcula a partir de la razon del &rea del pico correspondiente y la suma de las
areas de los picos de los esteroles.

Primero se calcula el contenido de cada uno de los esteroles, expresado en
mg/kg de materia grasa:

Esterol x = Ay x mgx 1000/ Asx m
Donde:
A :area del pico del esterol x, en unidades de cuenta del sistema informatico;
As: area del pico de a-colestanol, en unidades de cuenta del sistema informatico
ms: peso del a-colestanol afiadido, en miligramos

m: peso de la muestra tomada para la determinacion, en gramos.

Segundo, se suman todos los esteroles individuales (mg/kg) y se obtiene el valor

de “esteroles totales” en mg/kg.

Tercero se calcula el porcentaje de cada uno de los distintos esteroles:

Esterol x = A/ XA x 100
Dénde:
Ay = area del pico x;

YA = suma de las areas de todos los picos de esteroles.

Célculo del porcentaje del dialcoholes triterpénicos:
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Eritrodiol + uvaol = (Er + Uv) / (Er + Uv + ZA) x 100
Donde:

2A = suma de las areas de los esteroles;

Er = area del eritrodiol;

Uv = area del uvaol.

El equipo utilizado fue un cromatdgrafo de gases de la marca Agilent y modelo 6890N
(Agilent, Estados Unidos).

Consta de un sistema de inyeccion split-splitless 1:100 y la columna de cromatografia es
de la marca Supelco modelo CP-sil 8cB con unas dimensiones de 25m x 0,25 micras X
0,25 micras. Por ultimo, el equipo utilizado consta de un detector de ionizacion de llama
(FID).

Este equipo se empled también para el analisis de alcoholes alifaticos.

Como puede observarse en la descripcion del método, se trata de un analisis largo y
tedioso. A pesar de ser el método oficial para el analisis de esteroles, presenta una serie
de defectos. EI momento de mayor arbitrariedad lo constituye el rascado del area del
gel de silice que contiene los esteroles en la cromatografia de capa fina. La dificultad
radica en, que en ocasiones y en funcién del rascado, aparecian a posteriori una serie de
interferencias que eran notorias durante la deteccion de los picos de los esteroles
(Camacho et al., 1994). Estas interferencias provocaban errores en la cuantificacion de
los esteroles, obligando a repetir el analisis.

Debido a esta dificultad analitica las muestras de aceites pertenecientes a la zona del
Bajo Aragon no pudieron ser analizadas en el tiempo especificado para el analisis
experimental y los resultados analiticos de dichas muestras fueron proporcionados por

el Laboratorio Agroambiental de Aragén.

4.2.1.3. Determinacion de la composicion y contenido de alcoholes alifaticos.

Para realizar la determinacion de la composicién y contenido de alcoholes alifaticos se
siguid la metodologia oficial descrita en el Anexo XIX del Reglamento de la CEE
2568/91.
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El método seguido para esta determinacion es similar al de la determinacion de
esteroles. El principio del procedimiento se basa en la saponificacion de la materia
grasa, a la que se habra afiadido 1-heneicosanol como patron interno, con una solucién
etanolica de hidroxido potésico; a continuacion, extraccion del insaponificable con éter
etilico. Posteriormente separacion de la fraccion alcoholica del insaponificable mediante
cromatografia en placa de gel de silice basica. Los alcoholes recuperados del gel de
silice se transforman en trimetilsililéteres y se analizan mediante cromatografia de gases
con columna capilar.
Por tanto, como patron interno se utilizd 1-heneicosanol 0,1%. El resto del
procedimiento es idéntico al especificado en el apartado 4.2.1.2 hasta el momento del
rascado de los alcoholes recolectados en el gel de silice. En este caso se deberé rascar el
area 2, especificada en la figura 3, donde se indica el area que debe rasparse para
determinar el contenido de esteroles y dialcoholes triterpénicos y alcoholes alifaticos. Se
continda siguiendo el método descrito en el apartado 4.2.1.2 hasta el momento de la
cromatografia de gases.
Durante el analisis en el cromatografo de gases se siguieron las siguientes condiciones
de trabajo:

e Temperatura de la columna: inicialmente 180 °C, luego se incrementa 5

°C/minuto hasta alcanzar 265 °C

e Temperatura del inyector: 280 °C

e Temperatura del detector: 290 °C

e Relacion del fraccionamiento: de 1/50 a 1/100

e Cantidad de sustancia inyectada: 1pl de solucion de trimetilsililéteres;

e Flujo del gas portador (Helio): 1 ml/min

Para la expresion de resultados, se calcula cuantitativamente el area de los alcoholes
C2, Co4, Cys, Cpg. Posteriormente, para determinar el contenido de cada uno de los
alcoholes alifaticos se realiza el siguiente calculo:

Alcohol x = Ay x mgx 1000/ Agx m

Donde;
A = area del pico del alcohol x

A = area del pico del 1-heneicosanol
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ms = peso de 1-heneicosanol afiadido, en miligramos;

m = peso de la muestra tomada para la determinacion, en gramos.

El resultado se expresa en miligramos de cada alcohol alifatico por 1000 gramos de

materia grasa y su suma como alcoholes alifaticos totales.

4.2.1.4. Perfil de acidos grasos

Para realizar la determinacion del perfil de acidos grasos se siguio el método acreditado
por el laboratorio basado en el método oficial descrito en el Anexo X del Reglamento de
la CEE 2568/91.
En un tubo de rosca de 5 ml, se pes6 aproximadamente 0,1 g de la muestra de aceite. Se
afiadié 2 ml de heptano y se agitd energéticamente. Posteriormente, se afiadieron 0,2 ml
de solucién metandlica de hidroxido potésico 2 M, se cerrd correctamente el tubo y se
agitd vigorosamente durante 30 segundos. Se dejo en reposo hasta que la parte superior
de la solucién qued6 clara. Se decantd la capa superior, que es la que contiene los
ésteres metilicos.
Posteriormente se procedid a la inyeccién de la solucién en el cromatdgrafo utilizando
los siguientes pardmetros:
% Condiciones de inyeccion:
e Temperatura inyector: 250 °C
e Relacion de fraccionamiento: 1:100
e Volumen de inyeccién: 1ul
% Condiciones de deteccion:
e Temperatura detector: 260 °C
e Flujo hidrégeno: 40 ml/min.
e Flujo aire: 400 ml/min.
e Flujo nitrogeno: 40 ml/min.
++ Condiciones del horno:
e Temperatura del horno: 170°C (30 min.) a 200°C a 5°C/min.
e Flujo del gas portador (He): 1,2 ml/min.
Para la expresion de resultados se calcula el contenido de cada pico, expresado como
porcentaje en masa, mediante la determinacion del porcentaje que representa el area de

su pico en relacion con la suma de las &reas de todos los picos:
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Ai/ ZA x100
Siendo:
A: area del pico correspondiente al componente i.

Y A: suma de las areas de todos los picos.

El equipo utilizado fue un cromatografo de gases de la marca Agilent y modelo 7890A
(Agilent, Estados Unidos).

En cuanto al equipo que se ha utilizado, consta de un sistema de inyeccion split-splitless
1:100, la columna de cromatografia es de la marca Supelco sp-2380 con unas
dimensiones de 60m x 250 micras x 0,2 micras. Por ultimo, el equipo utilizado consta
de un detector de ionizacion de llama (FID).

4.2.2. Tratamiento estadistico.
Para los tres analisis realizados, las muestras se analizaron por duplicado. Se calculé el

valor medio y la desviacion estandar. Para establecer el grado de significacion de los
parametros de interés en los perfiles lipidicos de las muestras de las distintas zonas y
camparias, se aplicé el test T de Student entre las medias objeto de estudio. Se realiz
un andlisis de componentes principales (PCA) comparando el perfil de esteroles por
campafias y por zonas.

El programa estadistico SPSS v. 25 de IBM para Windows fue utilizado para el analisis

estadistico.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Determinaciones en el aceite.
5.1.1. Determinacién de la composicion lipidica en aceites aragoneses de la

variedad Empeltre.
5.1.1.1 Determinacion de la composicion esterdlica.

En las Tablas 2 y 3 se puede observar el contenido porcentual de cada uno de los

esteroles estudiados, asi como el contenido de esteroles totales expresado en mg/kg.

Las 14 primeras muestras corresponden a la zona del Moncayo y campafia 2017-2018;

las 10 siguientes pertenecen a la campafa 2018-2019 y a la misma zona. Las 8 tltimas
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proceden de la zona del Bajo Aragén y de la campafa 2017-2018. Los resultados de

estas ultimas fueron facilitados por el Laboratorio Agroambiental de Aragon.

Los resultados del analisis sobre el contenido de esteroles mostraron que cumplian con
los criterios de pureza establecidos por el Reglamento (CEE) n° 2568/1991 (CEE, 1991)
(Colesterol (%): < 0,5; Brasicasterol (%): < 0,1; Campesterol (%): <4,0; Estigmasterol
(%):<Camp.; B-sitosterol (%): >93,0; A-7-estigmastenol (%):< 0,5; Esteroles totales
(mg/kg): > 1 000).

La tnica excepcion fue el A-7-estigmastenol, cuyo contenido fue elevado en todas las
muestras analizadas. Valores elevados de A-7-estigmastenol en aceites Empeltre
también fueron descritos por otros autores (Gracia, 2001; Gracia, 2009; Rey-Giménez et
al., 2019).

En la totalidad de las muestras analizadas de la zona del Moncayo de la campafia 2017-
2018 se obtuvieron valores de A-7-estigmastenol por encima del limite establecido de
0,5 %, en la normativa actual (Reglamento (CEE) n° 2568/199; COI, 2018; CODEX,
1981). Sin embargo, cumplieron con el limite maximo de 0,8 %, considerado en el arbol
decisional especificado en el Reglamento (CEE) n° 2568/1991 (CEE, 1991) y en el
Consejo Oleicola Internacional (COI, 2018). (Figura 2).

Las muestras de la zona del Moncayo y campafia 2018-2019 presentaron valores de A-
7-estigmastenol dentro del limite establecido por la normativa actual (Reglamento
(CEE) 2568/91; COI, 2018; CODEX, 1981). Solo dos muestras superaron el valor
limite de 0,5%. No obstante, cumplieron con el arbol decisional especificado el
Reglamento (CEE) n° 2568/1991 (CEE, 1991) y en el Consejo Oleicola Internacional
(COl, 2018).

Las muestras de aceite procedentes de la zona del Bajo Aragon fueron las que mostraron
valores de A-7-estigmastenol més elevados. Todas las muestras mostraron valores
superiores a 0,5 %; incluso una de ellas super6 el limite maximo considerado de 0,80 %
en el arbol decisional (Reglamento (CEE) 2568/91; COIl, 2018) y consecuentemente,
perderia la categorizacion como aceite de oliva por incumplimiento de los criterios de

pureza.

Sin embargo, valores de A-7-estigmastenol por encima 0,50 % significarian la pérdida

de categorizacion como aceite de oliva, por incumplimiento de este parametro
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normativo, para legislaciones ajenas a la europea o al COI. Por ejemplo, segun la norma
del CODEX (Codex, 1981) los aceites con esta caracteristica perderian la categoria de

aceite de oliva aunque también podrian comercializarse como “coupage”.

El incumplimiento de los criterios de pureza que deben cumplir los aceites de oliva en
cuanto al contenido de esteroles también se han descrito para aceites de otras
variedades. Otros autores han descrito contenidos altos de campesterol (>4%) para
aceites de la variedades Morrut (Romero, Ninot, Hermoso, 2016) y Cornicabra
(Fregapane y Salvador, 2016). No obstante el contenido de campesterol en los aceites
Empeltre cumplié con los criterios de pureza. El contenido en este esterol fue mas
elevado en las muestras de la zona del Bajo Aragdn que en las muestras pertenecientes a

la zona del Moncayo.

El contenido en esteroles totales fue superior en las muestras de aceites del Bajo
Aragon, donde la mayoria de muestras superaron los 1500 mg/kg. Aceites de oliva de la
variedad Empeltre con elevadas concentraciones de esteroles totales ya fueron descritos

por otros autores (Gracia, 2001).

El estigmasterol presentdé concentraciones superiores en las muestras de la campafia
2018-19 que en las muestras de la 2017-18. Gracia (2001) ya describid diferencias
entre campafas para este esterol. Los resultaron fueron semejantes a los descritos por
autores (Gracia, Royo, Guillén, 2009). Las concentraciones de estigmasterol en aceites

de la zona del Moncayo fueron similares a las de los aceites de la zona del Bajo Aragon.

El contenido de dialcoholes triterpénicos (eritrodiol + uvaol) fue superior en la campafia
2018-19 que en la campafia 2017-18. Los valores de eritrodiol + uvaol cumplieron, en
las dos campatias, con los limites legales de la normativa actual (<4,5 %) descritos en el
Reglamento (CEE) n° 2568/1991 (CEE, 1991) y en el Consejo Oleicola Internacional
(COIl, 2018). En ambas campafas (17-18 y 18-19) los valores de los dialcoholes
triterpénicos  fueron més elevados (=2%) comparados con los descritos por otros
autores en aceites de otras variedades (Gracia, Royo, Guillén, 2009). No obstante,
Gracia (2001) describio valores de eritrodiol + uvaol similares en aceites de la variedad
Empeltre.
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En vista de los resultados obtenidos, se planted un estudio estadistico para comparar las
diferencias en la composicion esterdlica de los principales esteroles por zonas y por

campanas, prestando una especial atencion al A-7-estigmastenol.

Muestra | Esteroles Campesterol | Estigmasterol | p-sitosterol A-5- A-T- A-7-
totales aparente Avenasterol Estigmastenol Avenasterol
252B 1813 2,90 0,75 93,91 5,94 0,73 1,20
262B 1714 2,94 0,59 93,97 6,12 0,78 1,24
272B 1643 2,89 0,41 94,16 6,89 0,74 1,30
282B 1795 3,05 0,43 93,99 5,79 0,81 1,29
292B 1598 2,99 0,75 93,96 10,10 0,61 1,07
302B 1676 3,35 0,43 93,92 7,22 0,51 1,09
312B 1524 3,04 0,40 93,96 8,54 0,66 1,41
322B 1410 3,09 0,74 93,88 9,88 0,58 0,98

Tabla 2: Concentracion de esteroles en las muestras del Bajo Aragén objeto de
estudio. En negrita aparecen los valores que podrian comprometer los limites de

la Normativa Comunitaria.
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Muestra Ets;gl(;lss Colesterol | Brassicasterol | Campesterol | Estigmasterol B:F;;Orztstrgl Si tost-erol Sitosterol Aveﬁ;\i;erol EstigrAn-;;tenol Aveﬁ;;erol Erﬁ(/(;%'IOH
11M 1300 £148
0,09:009 | 0,030,05 2,94+0,01 0,690,02 9393015 | 81,87:084 | 0,61x0,09 |  53+0,47 0,55+0,02 1,15+0,09 0,93+0,00
21M 1313488 0,09+0,01 0,01+0,01 2,92+0,00 0,64+0,04 94,04+0,05 82,76+0,15 | 0,59+0,03 2,89+0,05 0,56+0,03 1,14+0,03 1,10+0,41
31M 1380+102 0,07+0,00 0,02+0,02 2,94+0,02 0,67+0,02 93,94+0,11 83,50+0,27 | 0,54+0,02 8,03+0,08 0,58+0,04 1,16+0,05 1,73+0,00
41M 1493+25 0,08+0,01 <0,01 2,84+0,02 0,72+0,02 93,94+0,04 84,63+0,08 | 0,54+0,00 7,14+0,04 0,71+0,05 1,24+0,03 1,00+0,90
51M 1473+4 0,08+0,02 0,01+0,01 2,81+0,02 0,76+0,00 94,02+0,12 84,50+0,04 | 0,51+0,01 7,13+0,05 0,65+0,01 1,20+0,04 1,02+1,08
61M 1454+124 0,09+0,02 <0,01 2,99+0,01 0,87+0,00 93,61+0,37 83,67+0,83 | 0,72+0,04 7,18+0,31 0,63+0,07 1,13+012 2,06+0,13
7IM 1441127 0,09+0,04 0,03+0,04 2,82+0,02 0,60+0,00 93,78+0,52 83,72+1,21 | 0,51+0,06 7,76x0,63 0,72+0,01 1,11+0,19 1,34+0,77
81M 1395+15 0,10£0,03 0,06+0,06 2,89+0,08 0,68+0,02 93,71+0,02 84,09+£0,14 | 0,54+0,11 7,32+0,02 0,71+0,02 1,31+0,06 1,57+0,14
91M 1263+158 0,07£0,00 0,05+0,02 2,91+0,04 0,52+0,02 94,1340,03 83,21+0,53 | 0,59+0,01 8,78+0,41 0,61+0,00 1,15+0,02 1,41+0,81
101M 1344425 0,09+0,00 0,06+0,08 2,91+0,01 0,65+0,03 93,96+0,08 83,80+0,86 | 0,57+0,02 8,06+0,16 0,60£0,01 1,23+0,04 2,26+0,11
111M 1439+118 0,10£0,02 <0,01 2,80+0,03 0,67+0,02 93,90£0,17 83,82+0,82 | 0,50+0,03 7,88+0,57 0,71+0,02 1,26+0,02 1,31+0,26
121M 1392+169 0,11+0,06 <0,01 2,80+0,00 0,72+0,01 93,6710,45 83,56+1,37 | 0,,54+0,05 7,81+0,69 0,71+0,06 1,33+0,29 1,89+0,49
131M 1426+78 0,07£0,00 <0,01 2,88+0,02 0,65+0,02 94,15+0,24 84,21+1,07 | 0,59+0,05 7,65+0,41 0,61+0,03 1,17+0,07 1,97+0,24
141M 1344+113 0,08+0,01 0,06+0,06 2,92+0,01 0,75+0,02 94,06+0,19 84,29+0,90 | 0,65+0,04 7,60+0,43 0,56+0,06 1,06+0,14 2,02+0,19
152M 134552 0,11+0,00 <0,01 2,89+0,07 1,08+0,04 94,00£0,09 82,96+0,57 | 0,62+0,03 8,79+0,35 0,50+0,02 0,83+0,09 2,18+0,54
162M 1309+110 0,11+0,03 <0,01 2,87+0,04 1,19+0,01 93,95+0,05 82,30+0,75 | 0,89+0,44 9,32+0,33 0,42+0,03 0,88+0,02 1,19+0,38
172M 1293484 0,09+001 <0,01 2,85+0,03 1,25+0,00 93,94+0,08 82,08+0,13 | 0,57+0,01 9,57+0,05 0,39+0,01 0,91+0,02 1,17+0,32
182M 1456+143 0,10£0,05 0,04+0,05 2,76x0,01 1,45+0,01 93,2910,28 82,26+1,11 | 0,39+0,02 8,91+0,51 0,66+0,04 1,22+0,08 2,16+0,30
192M 14444155 0,09+0,01 0,01+0,02 2,87+0,01 1,22+0,03 94,07+0,29 81,12+0,93 | 0,66+0,02 10,76+0,45 0,36+0,09 0,77+0,05 2,30£0,61
202M 1257+198 0,07+0,02 <0,01 2,96+0,01 1,33+0,09 93,7140,33 81,19+0,92 | 0,72+0,03 10,47+0,53 0,38+0,01 0,83+0,10 2,34+0,68
212M 1389173 0,07+0,02 <0,01 2,86+0,04 1,19+0,02 94,24+0,09 83,20£0,10 | 0,78+0,05 8,86+0,16 0,42+0,02 0,69+0,02 2,47+0,07
222M 1396176 0,08+0,02 0,01+0,02 2,96+0,03 0,88+0,01 94,25+0,01 83,62+0,40 | 0,60+0,02 8,42+0,34 0,41+0,03 0,87+0,07 1,31+0,99
232M 13324133 0,11+0,00 <0,01 2,72+0,02 1,62+0,02 93,3310,17 81,66+0,58 | 0,50+0,01 9,44+0,35 0,49+0,02 1,10+0,05 1,74+0,87
242M 1390496 0,09+0,01 <0,01 2,90+0,02 0,67+0,02 94,09+0,06 84,49+0,03 | 0,57+0,05 7,46x0,10 0,57+0,00 1,12+0,03 1,66+0,81

Tabla 3: Concentracién de esteroles en las muestras de la zona del Moncayo objeto de estudio. Valores medios + SD (n=2). En negrita aparecen los

valores que podrian comprometer los limites de la Normativa Comunitaria.
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5.1.1.2. Determinacion de alcoholes alifaticos.

En la Tabla 4 se puede observar el contenido de cada uno de los alcoholes alifaticos,
expresados en mg/kg para las diferentes muestras.

Se analizaron las muestras de aceites correspondientes a la zona del Moncayo. Las 14
primeras pertenecian la campafia 2017-18, mientras que las 10 restantes correspondian a

la campafa 2018-19.

El contenido en alcoholes alifaticos totales en este estudio presentd un rango de 86-213
mg/kg, siendo algo mas elevado en comparacion con lo descrito por otros autores
(Gracia, Royo, Guillén, 2009), que indicaban un rango de 79-123 mg/kg para aceites de
oliva Empeltre.

Los resultados de los andlisis obtenidos expresaron que la totalidad de las muestras
estudiadas presentaban valores dentro de los contemplados en la normativa actual
(<350 mg/kg) para aceites de oliva (Reglamento (CEE) 2568/91; COl, 2018; CODEX,
1981). En vista de que la legislacién (Reglamento (CEE) 2568/91; COI, 2018) solo
estipula el contenido de alcoholes alifaticos totales como criterio de pureza y que ambas
camparfias muestran contenidos similares y siempre dentro de la legislacion se considero
no necesario realizar un estudio estadistico sobre la comparacion del contenido en

alcoholes alifaticos de las campafias 2017-18 y 2018-19.

Muestra C22 C24 C26 C28 TOTALES
11M 25+3 4245 365 2442 117+15
21M 2945 44+8 377 14+3 124422
31M 24+3 41+6 34+5 23+2 113+16
41M 33+4 51+5 414 16+2 141+14
51M 30+3 47+3 38+1 15+0 12848
61M 3719 74+18 64+17 267 202+50
7iM 1643 31+7 28+6 1243 86+19
81M 25+0 53+1 39+0 15+0 132+1
91M 38+4 56+6 45+4 15+1 155+15
101M 351 59+1 49+0 18+1 162+0
111M 33+1 55+4 45+4 16+1 148+10
121IM 33+1 54+2 46+4 17+2 150+9
131M 36+2 64+2 51+0 19+1 17143
141M 41+3 64+6 5745 20+1 182+14
152M 22+3 33+6 377 1343 106+19
162M 221 34+2 40+3 1442 11048
172M 20+2 29+4 34+4 12+2 95+12
182M 31+0 51+0 52+0 21+0 15540
192M 2417 34423 45+31 17+12 121483

202M 21+13 30+18 42424 15+8 109+64
212M 33+1 47+2 64+3 23+0 167+7

222M 356 52+9 53+8 1742 157+25
232M 439 58+11 58+10 21+3 180+33
242M 53+8 74+10 62+8 232 213+28

Tabla 4: Concentracion de alcoholes alifaticos en las muestras objeto de estudio. Valores medios + SD (n=2).
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5.1.1.3. Determinacion de la composicién en &cidos grasos.

En las Tablas 5 y 6 se puede observar la composicion porcentual de los acidos grasos
presentes en los aceites de oliva, asi como la relacion entre los &cidos grasos

monoinsaturados (AGM) y poliinsaturados (AGP).

Las 14 primeras muestras correspondian a la zona del Moncayo y campafia 2017-2018;
las 10 siguientes pertenecian a la campafia 2018-2019 y a la misma zona. Las 8 Gltimas
procedian de la zona del Bajo Aragon y de la campafia 2017-2018. Los resultados de

estas Ultimas fueron facilitados por el Laboratorio Agroambiental de Aragon.

La totalidad de las muestras de aceites estudiadas cumplieron con los requisitos
estipulados por la legislacion actual (Reglamento (CEE) 2568/91; COI, 2018; CODEX,
1981) para la categorizacion como aceite de oliva ((%) < 0,05 de Miristico, < 1,0
Linolénico, < 0,6 Araquidico, < 0,4 Eicosenoico, < 0,2 Behénico, <0,2 Lignocérico, 7,5-
20,0 Palmitico, Palmitoleico: 0,3-3,5; Heptadecanoico: < 0,3; Heptadecenoico: < 0,3;
Esteérico: 0,5-5,0; Oleico: 55,0-83,0; Linoleico: 3,5-21,0).

No obstante, observando las Tabla 5 y 6 se pueden apreciar diferencias entre las zonas y
campanfas en la composicion de los principales acidos grasos presentes en el aceite:
palmitico (C16:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), linolénico (C18:3) y la relacién
entre los acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados. El resto de acidos grasos
estudiados no mostraron diferencias relevantes. Otros autores han descrito variaciones

en el perfil de &cidos grasos en clones de aceites Empeltre (Rey-Giménez et al., 2019).

El &cido oleico es el principal &cido graso en el aceite de oliva. Los resultados obtenidos
mostraron un elevado contenido en C18:1 en las muestras de la zona del Moncayo, ya
que en todas se dieron contenidos superiores al 73%. Las muestras del Bajo Aragon por
su parte tuvieron valores entorno al 70%. La campafia que presentd muestras con
valores mas elevados fue la campafia 2018-19 con valores de alrededor del 75%. Gracia
(2001) describi6 diferencias entre concentraciones de oleico entre distintas campafias.
El &cido linoleico es un acido mayoritario en la composicion lipidica del aceite de oliva.
En los anélisis realizados se observaron diferencias entre las muestras de la zona del
Moncayo Y la zona del Bajo Aragon. Los aceites de la zona del Bajo Aragdn mostraron
concentraciones superiores (=12%) a las concentraciones que obtuvieron los aceites de
la zona del Moncayo (=9%). El 4cido linolénico presentd valores superiores en las

muestras del Bajo Aragon (=0,70%) asemejandose a lo descrito por otros autores en
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estudios sobre aceites Empeltre (Gracia, Royo, Guillén, 2009). Las muestras de la zona
del Moncayo presentaron valores inferiores (=0,60%) siendo los valores de las muestras
de la campafia 2017-18 superiores a los de los aceites estudiados de la camparia 2018-
19. Diversos autores (Gracia, Royo, Guillén, 2009) han descrito la importancia de la
relacién oleico/linoleico en la calidad nutricional de los aceites y en su estabilidad
oxidativa. En este trabajo se estudio la relacion entre AGM/AGP. Esta relacion obtuvo
valores superiores en las muestras de la zona del Moncayo (=7-9) en comparacion con
las muestras del Bajo Aragén (=5-6). Entre los aceites de la zona del Moncayo, las
muestras de la campafia 2018-19 tuvieron valores superiores (>8) a los que mostraron
las muestras de la campafia 2017-18 (<8). El palmitico es el &cido saturado mayoritario
en el aceite de oliva. A pesar de que los contenidos en C16:0 de todos los aceites
analizados fueron similares (10-15%), las muestras estudiadas del Bajo Aragon
presentaron mayor contenido en este acido con muestras que incluso superaron el 12%
llegando hasta el 15%. Sin embargo las muestras de la zona del Moncayo mostraron

concentraciones entorno al 11 o al 12%.

A la vista de las diferencias observadas, se planted un estudio estadistico comparando la
composicion de los principales acidos grasos por zonas en una misma campafa (zona
del Moncayo y del Bajo Aragon) y por campafas (2017-18 y 2018-19) de las muestras
de la zona del Moncayo.

Muestra | Palmitico | Estearico | Oleico | Linoleico | Linolénico | AGM/AGP
251B 15,05 1,92 69,21 10,64 0,52 6,5
261B 12,32 2,06 70,80 11,73 0,78 55
271B 11,71 2,32 71,01 12,06 0,75 55
281B 12,19 2,29 69,07 13,41 0,82 51
291B 13,42 1,93 69.83 11,62 0,67 6,0
301B 11,70 3,38 70.30 11,59 0,93 6,0
311B 11,90 2,34 70,09 12,75 0,44 55
321B 12,30 2,14 71,77 10,86 0,65 6,1

Tabla 5: Contenido de &cidos grasos en las muestras del Bajo Aragén objeto de estudio (%).
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Muestra | Miristico Palmitico Palmitoleico Heptadecanoico Heptadecenoico | Esteérico Oleico Linoleico | Linolénico | Araquidico | Eicosenoico | Behénico | Lignocérico | AGM/AGP
11M 0,01+0,00 | 11,77+0,04 1,00+0,01 0,11+0,00 0,23+0,00 1,89+0,01 | 74,75+0,30 | 8,98+0,03 | 0,60+0,00 0,34+0,01 0,32 0,11+0,00 0,05+0,00 7,93+0,04
21M 0,01+0,00 | 11,31+0,00 0,92+0,01 0,11+0,00 0,23+0,00 2,00+0,01 | 75,31+0,26 | 8,87+0,03 | 0,59+0,01 0,34+0,00 0,32 0,12+0,01 0,05+0,00 8,08+0,03
31M 0,01+0,00 | 11,91+0,00 1,02+0,00 0,11+0,00 0,24+0,00 1,82+0,00 | 74,04+0,05 | 9,41+0,05 | 0,61+0,00 0,33+0,00 0,32+0,00 0,12+0,00 0,05+0,00 7,52+0,04
41M 0,01+0,00 | 11,37+0,06 0,92+0,01 0,11+0,00 0,24+0,00 2,84+0,01 | 74,89+0,12 | 9,19+0,05 | 0,61+0,01 0,33+0,00 0,32+0,00 0,12+0,00 0,05+0,00 7,75+0,03
51M 0,01+0,00 | 11,51+0,00 0,24+0,00 0,11+0,00 0,24+0,00 1,86+0,00 | 74,66+0,02 | 9,25+0,01 | 0,62+0,00 0,33+0,00 0,32+0,00 0,12+0,00 0,05+0,00 7,68+0,01
61M 0,01+0,00 | 12,87+0,00 1,14+0,00 0,11+0,00 0,25+0,00 1,80+0,00 | 72,99+0,04 | 9,35+0,01 | 0,66+0,00 0,34+0,00 0,31+0,01 0,11+0,01 0,06+0,00 7,39+0,09
71M 0,01+0,00 | 12,11+0,05 1,05+0,01 0,10+0,00 0,23+0,00 1,85+0,00 | 74,18+0,04 | 9,06+0,00 | 0,60+0,00 0,33+0,00 0,31+0,01 0,11+0,01 0,05+0,01 7,80+0,01
81M 0,01+0,00 | 12,66+0,05 1,10+0,00 0,11+0,00 0,25+0,00 1,7620,00 | 73,25+0,07 | 9,43+0,00 | 0,64+0,00 0,33+0,00 0,31+0,00 0,11+0,01 0,05+0,01 7,37+0,05
91M 0,01£0,00 | 11,04+0,01 0,75+0,10 0,12+0,00 0,24+0,00 2,23+0,00 | 75,07+0,13 | 9,13+0,00 | 0,60+0,00 0,35+0,00 0,30+0,00 0,11+0,02 0,04+0,00 7,81+0,02

101M 0,01+0,00 | 11,07+0,01 0,87+00 0,10+0,00 0,23+0,00 1,98+0,00 | 75,80+0,02 | 8,48+0,00 | 0,57+0,00 0,35+0,00 0,35+0,01 0,12+0,00 0,06+0,00 8,49+0,03
111M 0,01+0,00 | 11,36+0,03 0,93+0,00 0,10+0,00 0,22+0,00 1,93+0,01 | 74,59+0,06 | 9,47+0,04 | 0,60+0,00 0,32+0,00 0,30+0,00 0,11+0,01 0,05+0,01 7,49+0,08
121M 0,01+0,00 | 11,32+0,01 0,93+0,01 0,10+0,00 0,23+0,00 1,93+0,01 | 74,75+0,04 | 9,32+0,02 | 0,61%0,02 0,33+0,00 0,30+0,00 0,11+0,01 0,05+0,00 7,65+0,03
131M 0,01£0,00 | 11,47+0,19 0,96+0,03 0,10+0,00 0,23+0,00 1,91+0,02 | 74.83+0,10 | 9,09+0,32 | 0,61+0,01 0,33+0,0 0,32+0,00 0,11+0,00 0,04+0,00 7,89+0,32
141M 0,01+0,00 | 10,76+0,01 0,83+0,00 0,09+0,00 0,20+0,00 2,23+0,00 | 76,68+0,03 | 7,76+0,01 | 0,56+0,01 0,37+0.01 0,35+0,01 0,12+0,00 0,06+0,00 9,34+0,03
152M 0,01+0,00 | 11,21+0,07 0,87+0,00 0,10+0,00 0,23+0,00 1,87+0,01 | 76,42+0,09 | 7,89+0,01 | 0,57+0,00 0,33+0,00 0,33+0,01 0,12+0,01 0,05+0,00 9,18+0,02
162M 0,01+0,00 | 11,47+0,05 0,90+0,01 0,10+0,00 0,23+0,00 1,91+0,01 | 75,97+0,07 | 8,01+0,02 | 0,57+0,00 0,34+0,0 0,11+0,00 0,11+0,00 0,05+0,01 8,99+0,03
172M 0,01+0,00 | 11,43+0,01 0,52+0,55 0,44+0,48 0,23+0,00 1,86+0,00 | 76,19+0,11 | 7,91+0,03 | 0,57+0,00 0,33+0,00 0,32+0,01 0,12+0,00 0,05+0,00 9,08+0,01
182M 0,01£0,00 | 13,17+0,03 1,17+0,01 0,10+0,01 0,24+0,00 1,73+0,00 | 72,50+0,09 | 9,66+0,00 | 0,61+0,00 0,32+0,00 0,31+0,01 0,10+0,00 0,05+0,00 7,20+0,00
192M 0,01+0,00 | 11,37+0,03 0,88+0,00 0,11+0,00 0,23+0,00 2,08+0,00 | 75.92+0,02 | 7,97+0,00 | 0,55+0,03 0,37+0,03 0,33+0,01 0,12+0,00 0,06+0,00 9,06+0,03
202M 0,01+0,00 | 11,44+0,00 0,87+0,00 0,11+0,00 0,22+0,00 2,16+0,00 | 76,14+0,01 | 7,62+0,00 | 0,55+0,00 0,37+0,00 0,33+0,01 0,12+0,00 0,06+0,00 9,46+0,00
212M 0,01+0,00 | 11,15+0,00 0,86+0,00 0,11+0,00 0,22+0,00 2,07+0,00 | 76,32+0,00 | 7,86+0,00 | 0,60+0,00 0,34+0,00 0,30+0,00 0,11+0,00 0,03+0,03 9,16+0,00
222M 0,01+0,00 | 10,65+0,02 0,77+0,00 0,11+0,00 0,24+0,00 2,11+0,00 | 76,85+0,00 | 7,85+0,00 | 0,58+0,00 0,35+0,00 0,26+0,07 0,12+0,00 0,05+0,00 9,12+0,01
232M 0,01£0,00 | 11,57+0,04 0,88+0,00 0,11+0,00 0,23+0,00 1,89+0,00 | 75,52+0,02 | 8,35+0,02 | 0,54+0,01 0,36+0,00 0,35+0,01 0,13+0,00 0,06+0,00 8,63+0,02
242M 0,01+0,00 | 10,87+0,04 0,82+0,00 0,12+0,00 0,24+0,00 2,01+0,00 | 75,46+0,04 | 9,00+£0,00 | 0,56+0,00 0,38+0,00 0,35+0,00 0,12+0,00 0,06+0,00 8,01+0,01

Tabla 6: Contenido de acidos grasos en las muestras objeto de estudio (%). Valores medios + SD (n=2).
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5.2. Andlisis estadistico.

5.2.1. Comparacion entre las camparias 2017-18 y 2018-19 en muestras del
Moncayo.
5.2.1.1 Comparacioén en la composicion de esteroles.

Como se puede observar en la Tabla 7, donde se indica la concentracion de los
principales esteroles de la zona del Moncayo en la camparia 2017-18 y 2018-19; no se
encontraron diferencias significativas en el contenido de esteroles totales ni en el
porcentaje de campesterol. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en el
resto de esteroles estudiados. Diferencias significativas en la composicion esterolica de
aceites Empeltre en distintas campafas fueron descritas por otros autores (Romero,
Tous, Gracia, 2011 y Gracia, 2001).

El A-7-estigmastenol seria el Unico esterol estudiado que pondria en compromiso la
clasificacion comercial basandose en la legislacién actual (Reglamento (CEE) 2568/91;
COl, 2018; CODEX, 1981) debido a sus valores elevados. El limite para este parametro
es de 0,5%. Por tanto las muestras de aceites de la campafa 2018-19 cumplirian con
este criterio, contrastando con el valor medio de las muestras de la campafia 2017-18
(0,64 %) que estaria por encima de lo estipulado en la normativa vigente. Sin embargo,
estaria dentro del valor especificado (0,8%) en el arbol de decisiones descrito en el
Reglamento (CEE) n° 2568/1991 (CEE, 1991) y en el Consejo Oleicola Internacional
(COl, 2018).

MUESTRAS
[0)

Esteroles % m/m 2017-2018 2018-2019

Esteroles totales (mg/kg) 1390 £69 a* 136165 a
Campesterol 2,88%0,06 a 2,87+0,07 a
Estigmasterol 0,69+ 0,08 a 1,19+0,27 b
B-sitosterol aparente 93,92+0,17 a 93,89+0,34 b
A-5-Avenasterol 7,91+0,72 a 9,20+0,96 b
A-T-Estigmastenol 0,64+0,06 a 0,46x0,09 b
A-7-Avenasterol 1,1940,08 a 0,92+0,17 b

Tabla 7: Contenido de los principales esteroles en aceites de la zona del Moncayo en la campafia 2017-
18 y 2018-19. * Valores medios (de las distintas campafias) con distinta letra en distinta columna indican
diferencias significativas entre campafia (p<0,05) segun test T de Student. Valores medios + SD.

Una vez se observo que habia diferencias significativas en la composicion de esteroles

entre distintas campafias, se realizd un Analisis de Componentes Principales para
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determinar si habia una correlacion entre los distintos esteroles y dialcoholes

triterpénicos estudiados y las muestras de aceite analizadas.

Como puede verse en las Figuras 4 (grafico de componentes de los esteroles estudiados)

y 5 (andlisis de Componentes Principales), la concentracion de esteroles totales, de A-7-

avenasterol, A-7-estigmasterol y de B-sitosterol es superior en las muestras de la

campafa 2017-2018; mientras que el contenido en Eritrodiol-uvaol, A-5-avenasterol,

sitosterol y estigmasterol es superior en las muestras de la campafia 2018-2019.

Grafico de componente
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Figura 4: Gréficos de componentes de los esteroles estudiados. Siendo SITO: sitosterol; CAMP:
campesterol; D5A: A-5-avenasterol, ESTIG: estigmasterol; ESTOT; esteroles totales; D7A: A-7-

avenasterol; D7EST: A-7-estigmastenol; BSIT: B-sitosterol.
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Figura 5: Anélisis de Componentes principales. Muestras campafia 17-18 (azul) y 18-19(rojo).

5.2.1.2 Comparacion en la composicion de &cidos grasos.

Se estudiaron los principales &cidos grasos presentes en el aceite: palmitico (C16:0),
oleico (C18:1), linoleico (C18:2), linolénico (C18:3) y la relacion entre los acidos
grasos monoinsaturados y poliinsaturados.

En la Tabla 8 se muestra la concentracién de los principales acidos grasos en aceites de
la zona del Moncayo en las campafias 2017-18 y 2018-19. Como puede observarse, se
encontraron diferencias significativas entre los valores medios de oleico, linoleico,
linolénico y en la relacién de AGM y AGP de las diferentes campafias. El Unico &cido
graso gque no mostro variaciones significativas fue el palmitico. El &cido oleico tuvo
mayor concentracion en la camparia 18-19, mientras que el contenido del resto de acidos
grasos estudiados fue superior en la 17-18. Algunos autores ya describieron variaciones
en el perfil de acidos grasos en aceites Empeltre entre distintas campafas (Gracia,
2001).

Los valores medios de acido oleico de las muestras estudiadas en las dos campafias
mostraron valores elevados (>74 %) por comparacion con los valores descritos por otros
autores (= 70%) (Rey-Giménez et al., 2019), (=66 %) (Gracia, Royo, Guillén, 2009)
para aceites de la variedad Empeltre. Los valores medios de los acidos grasos
poliinsaturados (C18:2 y C18:3) por su parte, mostraron valores inferiores a los
descritos por dichos autores. Esto se evidencia en la relacion de los AGM y AGP, para

los que los valores medios descritos por otros autores estarian en un rango aproximado
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de entre 4-7, inferiores a los valores de las muestras de aceites Empeltre estudiadas

(7,50-9). Sin embargo, los resultados obtenidos concuerdan con los valores medios

descritos por Garcia (2001) para los &cidos grasos estudiados.

— ) MUESTRAS
Acidos grasos (%) 2017-2018 2018-2019
C16:0 11,60+0,60 a* 11,43+0,68 a
c18:1 74.70+0,94 a 75.72+1,21 b
C18:2 9,0620.46 a 8,21+0,64 b
c18:3 0,6120,02 a 0,57+0,02 b
AGM/AGP 7.87+0,52 a 8,79+0,68 b

Tabla 8: Concentracion de los principales acidos grasos en aceites de la zona del Moncayo en la
campafa 2017-18 y 2018-19. * Valores medios con distinta letra en distinta columna indican diferencias
significativas (p<0,05) segun test T de Student. Valores medios + SD.

5.2.2. Comparacion entre la zona del Moncayo y la zona del Bajo Aragén en la
campafia 2017-18.
5.2.2.1 Comparacion en la composicién de esteroles.

En la Tabla 9 se indica la concentracion de los esteroles estudiados en aceites de la
campafa 2017-18 en la zona del Moncayo y en la zona del Bajo Aragon. Como puede
apreciarse, se observaron diferencias significativas entre los valores medios de los
esteroles totales, el campesterol y el estigmasterol de las muestras estudiadas de las
distintas zonas. El contenido medio de esteroles totales y de campesterol fue superior en
los aceites de la zona del Bajo Aragon, mientras que la media de los valores de
estigmasterol de las muestras estudiadas fue mayor en la zona del Moncayo. Sin
embargo, ni el A-5-avenasterol, ni el A-7-estigmastenol, ni el A-7-avenasterol
mostraron diferencias significativas en sus valores medios. Variaciones entre la
composicion esterdlica de aceites Empeltre procedentes de distintas zonas fueron
descritas en estudios cientificos (Romero, Tous, Gracia, 2011 y Romero, Ninot,

Hermoso, 2016).

El unico esterol critico para los aceites de las dos zonas fue el A-7-estigmastenol. Los
valores medios de las muestras estudiadas fueron, en ambas zonas, superiores a 0,60%.
Esto coincide con los resultados descritos por otros autores (Gracia, Royo, Guillén,
2009 y Rey-Giménez et al., 2019) donde el contenido de este esterol superaba el 0,60
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%. Esto pondria en riesgo la categorizacion como aceite de oliva en los aceites de ambas

Zonas.

MUESTRAS
Esteroles % m/m Moncayo Bajo Aragon
Esteroles totales (mg/kg) 1390 +69 a* 1647135 b
Campesterol 2,88+0,06 a 3,03+0,15 b
Estigmasterol 0,69+ 0,08 a 0,56+0,16 b
B-sitosterol aparente 93,92+0,17 a 93,97+£0,09 a
A-5-Avenasterol 7,91+0,72 a 7,56+1,74 a
A-7-Estigmastenol 0,64+0,06 a 0,68+0,10 a
A-7-Avenasterol 1,19+0,08 a 1,20+0,14 a

Tabla 9: Concentracion de los principales esteroles en aceites de la campafia 2017-18 en zona del
Moncayo y en la zona del Bajo Aragén. * Valores medios con distinta letra en distinta columna indican

diferencias significativas (p<0,05) seguin test T de Student. Valores medios + SD.

Una vez se observo que habia diferencias significativas en la composicion de esteroles
entre distintas zonas, se realizé un analisis de Componentes principales para comprobar
si habia una correlacion entre los distintos esteroles estudiados y las muestras de aceite

analizadas.

En el analisis de componentes principales (PCA) (figuras 6 y 7) se puede observar
como las muestras de aceites del Moncayo presentaron una concentracion de
estigmasterol mas elevada que los aceites de la zona del Bajo Aragon. No obstante, hay
un grupo de muestras del Bajo Aragdn que mostraron una concentracion superior de
esteroles totales, A-7-estigmastenol, A-7-avenasterol y [-sitosterol aparente que las

muestras de aceite de la zona del Moncayo.
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Grafico de componente
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Figura 6: Graficos de componentes de los esteroles estudiados. Siendo CAMP: campesterol; D5A: A-5-
avenasterol, ESTIG: estigmasterol; ESTOT; esteroles totales; D7A: A-7-avenasterol, D7EST: A-7-

estigmastenol; BSIT: B-sitosterol aparente.
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Figura 7: Analisis de Componentes principales. Muestras de la zona del Moncayo (azul) y zona del Bajo
Aragon (roja) en la campafia 17-18.
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5.2.2.2 Comparacion en la composicion de acidos grasos.

Se estudiaron los principales &cidos grasos presentes en el aceite de oliva: palmitico
(C16:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2), linolénico (C18:3) y la relacion entre los
acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados.

En la Tabla 10 se observa la concentracion de los principales acidos grasos en aceites
de la zona del Moncayo y de la zona del Bajo Aragdn en la campafia 2017-18. Como se
puede apreciar; el &cido oleico y el linoleico presentaron diferencias significativas en el
contenido medio de las muestras analizadas. Los valores medios de acido oleico en los
aceites de la zona del Moncayo fueron significativamente superiores (=<75%) respecto a
los de la zona del Bajo Aragén (=70%). No obstante, los valores medios estudiados de
acido linoleico fueron superiores en los aceites del Bajo Aragén (=12%) en
comparacion a los de la zona del Moncayo (=9%). Por consiguiente, la relacion entre
AGM/AGP también mostro diferencias significativas a favor de la zona del Moncayo.
El resto de acidos grasos estudiados (C16:0, C18:3) no presentaron diferencias
significativas entre las dos zonas.

Los valores medios en los acidos grasos obtenidos en el estudio fueron similares a los
valores medios descritos por otros autores en aceites de oliva Empeltre (Rey-Giménez et
al., 2019).

- MUESTRAS
Acidos grasos (%) Moncayo Bajo Aragon
C16:0 11,60+0,60 a* 12,57+1,14 a
Ci18:1 74,70+0,94 a 70,26+0,92 b
C18:2 9,06+0,46 a 11,83+0,92 b
C18:3 0,61+0,02 a 0,70+0,16 a
AGM/AGP 7,87+ 0,52 a 5,80+0,43 b

Tabla 10: Concentracién de los principales 4cidos grasos en aceites de la zona del Moncayo y de la

zona del Bajo Aragén en la campafa 2017-18. * Valores medios con distinta letra en distinta columna

indican diferencias significativas (p<0,05) segln test T de Student. VValores medios + SD.
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6. CONCLUSIONES

e La composicion de esteroles de los aceites de oliva aragoneses objeto de estudio
vari6 con la campana. El tnico esterol critico fue el A-7-Estigmastenol que en
muchos casos mostro valores elevados. El contenido en A-7-Estigmastenol vario
con la campafia de produccion.

e La composicion en alcoholes (alifaticos y triterpénicos) en estos aceites de oliva
no vario con la camparia.

e El perfil de &cidos grasos de los aceites de oliva se modificd en funcion de la
campafa de cosecha. En particular el contenido de acido oleico, acido linoleico
y acido linoleico mostrd diferencias significativas con la campafia. El &cido
oleico fue significativamente superior en la campafia 2018-19 en comparacion a
la campafia 2017-18. El &cido linoleico y el &cido linolénico fueron
significativamente superiores en la camparia 2017-18.

e La composicion de esteroles de los aceites de oliva vario con la zona de
produccion. El unico esterol critico fue el A-7-Estigmastenol que en muchos
casos mostro valores elevados. El contenido en este compuesto no varié con la
zona de produccion.

o El perfil de acidos grasos de los aceites de oliva se modificd en funcién de la
zona de produccion. El contenido de &cido oleico fue significativamente superior
en la zona del Moncayo en comparacion con la zona del Bajo Aragén. El
contenido de acido linoleico fue significativamente superior en la zona del Bajo
Aragon.

e De forma general los perfiles lipidicos de los aceites de oliva aragoneses de la

variedad Empeltre varian con la campafia y con la zona de produccion.
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CONCLUSIONS

e The sterol composition of the Aragonese olive oils subject of study varied with
the campaign. The only critical sterol was A-7-Stigmastenol, which in many
cases showed high values. The content in A-7-Stigmastenol varied with the
production campaign.

e The composition in alcohols (aliphatic and triterpenic) in these olive oils did not
vary with the campaign.

e The fatty acid profile of olive oils was modified according to the harvest
campaign. In particular the content of oleic acid, linoleic acid and linoleic acid
showed significant differences with the campaign. Oleic acid was significantly
higher in the 2018-19 campaign compared to the 2017-18 campaign. Linoleic
acid and linolenic acid were significantly higher in the 2017-18 campaign.

e The sterol composition of olive oils varied with the production area. The only
critical sterol was A-7-Stigmastenol which in many cases showed high values.
The content of this compound did not vary with the production area.

e The fatty acid profile of olive oils was modified according to the production
area. The oleic acid content was significantly higher in the Moncayo area
compared with the Bajo Aragon area. The linoleic acid content was significantly
higher in the Bajo Aragon area.

e In general, the lipidic profiles of the Empeltre variety of Aragonese olive oils
vary with the campaign and the production area.
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7. VALORACION PERSONAL

El cursar la asignatura Trabajo de Fin de Grado me ha aportado diversas competencias.
He ampliado mis conocimientos sobre el aceite de oliva, sobre todo en cuanto a los
criterios de calidad y de pureza. He podido ver de primera mano como se realiza un
estudio cientifico y he podido desarrollarlo yo mismo.

He tenido la oportunidad de realizar andlisis en un Laboratorio de Control Oficial
rodeado de grandes profesionales, de los que he podido aprender y con los que he
podido trabajar.

He mejorado notablemente mi habilidad en el trabajo experimental, sobre todo a la hora
de trabajar autbnomamente y mejorar la forma de organizarme para optimizar el tiempo
de trabajo. He aprendido, muy a mi pesar, a tener paciencia a la hora de obtener
resultados. En cuanto a la hora de realizar el informe escrito, mejorar mi capacidad de

redaccion y estructuracién de informes.
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ANEXO Legislacion

LEGISLACION COMUNITARIA

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 anélisis. Diario
Oficial de las Comunidades Europeas, L196, de 5 de septiembre de 1991.
Reglamento (CE) N° 882/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de
abril de 2004 sobre los controles oficiales efectuados para garantizar la
verificacion del cumplimiento de la legislacion en materia de piensos y
alimentos y la normativa sobre salud animal y bienestar de los animales. Diario

Oficial de las Comunidades Europeas, L 191, de 28 de mayo de 2014.

LEGISLACION AUTONOMICA

Orden de 17 de marzo de 2009, del Consejero de Agricultura y Alimentacion,
por la que se aprueba la normativa especifica de la denominacion de origen
protegida «Aceite del Bajo Aragon». Boletin Oficial de Aragdn, n. 70, de 14 de
marzo de 2009.

Orden de 28 de agosto de 2014, del Consejero de Agricultura, Ganaderia y
Medio Ambiente, por la que se modifica la Orden de 19 de julio de 2010, del
Consejero de Agricultura y Alimentacién, por la que se aprueba la normativa
especifica de la denominacion de origen protegida «Aceite Sierra del Moncayo»,
y se concede la proteccion transitoria. Boletin Oficial de Aragon, n.184, del 19
de septiembre de 2014.
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ANEXO 1

Aceites de oliva virgen extra y virgen
(Criterios de pureza)

Criterios de calidad (cuadros 1 y 2) :
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Tipo de aceite conforma con la categoria declarada

Figura 8: Arbol de decisiones para categorizar un aceite de oliva. (Reglamento (CEE)
2568/91).
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Aceite de oliva lampante
Grado de acidez (%) {Criterios de calidad y pureza)
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Figura 9: Arbol de decisiones para categorizar un aceite de oliva. (Reglamento (CEE)
2568/91).
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