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1.1 Contexto histdrico y actual del aceite de oliva

La historia del Olivo hunde sus raices en el tiempo hasta el mismo origen de la

agricultura en las primeras civilizaciones del mediterraneo y el oriente préximo.

El antecesor del olivo, el olivo silvestre o acebuche (olea sylvestris), es originario
de Asia Menor meridional. Es un arbol de pequefio porte, tipo arbusto, y de ramas
espinosas, cuyos frutos son pequefios y poco carnosos. Su cultivo para la obtencién de

aceite comienza en las épocas paleolitica y neolitica (5000 a 3500 a. C.)

Las tablillas minoicas son los primeros documentos escritos que hablan del aceite
de oliva y aparecen en la isla de Creta, durante el reinado del rey Minos, en el afio 2500

a. C.

Se cree que la llegada del olivo y de su aceite a Europa fue gracias a los fenicios
(siglo VI a. C.), grandes navegantes y comerciantes, que lo utilizaban como elemento
de intercambio en sus transacciones comerciales, extendiéndose su cultivo por toda la

Cuenca Mediterranea (Uceda y col 2008)

Posteriormente los romanos extenderian el cultivo de éleum por los territorios
que ocuparon en las costas mediterraneas. A Espafia, el olivo llega de la mano de los
fenicios (1050 a. C.), pueblo de gran tradicién olivarera, con una cultura muy avanzada
en técnicas de cultivo, y en el procedimiento para extraer el aceite de sus frutos: la
molienda. Los drabes introdujeron sus variedades en el sur de Espafia e influyeron en la
difusién del cultivo hasta el punto de que muchos vocablos castellanos, como aceite

(zeit), aceituna o acebuche tienen raiz arabe.

Los Reyes Catdlicos favorecen la expansidon del olivo hacia zonas del interior de la
Peninsula Ibérica. En esta época, el aceite era un ingrediente basico en la zona de
Andalucia y Extremadura. Gracias al aumento demografico en Espafa y al
descubrimiento de América en 1492, se incrementan las zonas de cultivo del olivo,

ampliando también, la produccién y el consumo de aceite de oliva.
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Este hito histérico permite la expansidn del cultivo del olivo al nuevo mundo. En
el archivo de Indias, podemos encontrar numerosas referencias a las plantaciones de

olivos y al aceite de oliva de las diferentes expediciones de Cristébal Coldn.

La expansion de este cultivo continda por Australia y Sudafrica (siglo XVIII),

gracias a la labor de los misioneros espafioles e italianos.

Durante los siglos XVIII y XIX, el aceite de oliva que se obtenia en la Peninsula
Ibérica, era de mala calidad, atrojado y de gran acidez, procedente de frutos mohosos
y rancios, siguiendo una técnica de elaboracidon pésima. Sin embargo, a lo largo del
siglo XIX, gracias al aumento de inmigrantes en tierras hispanoamericanas, continda la
expansion del cultivo del olivo, pero debido a una deficiente infraestructura industrial y
comercial, este comercio se desvia a Italia donde el aceite espafiol era refinado,

envasado y exportado a América del Sur.

Hoy en dia podemos encontrar cultivos de olivos en lugares alejados como la
Regién Sudafricana, Australia, Japon o China (Uceda y col 2008). Italia y Espafia son
los paises con mayor nimero de olivos y los principales productores y exportadores de

aceite de oliva, y dentro de Espafia, Andalucia.

El olivo (olea europaea), pertenece a la familia de las oledceas (Oleaceae), pero a

diferencia de las otras especies de su familia, su fruto es comestible.

Es un arbol centenario, de crecimiento lento, cuya produccién en la mayoria de
las variedades, comienza a partir del octavo o noveno afio de cultivo y puede
permanecer vivo y productivo durante cientos de afios (Uceda, 2000). Son drboles de
copa redondeada y densa, que pueden llegar a alcanzar 15 metros de altura, pudiendo
controlarse esta mediante la poda. Su tronco es grueso y tortuoso, con corteza de

color verde grisacea, cuya base sirve de almacén del material de reserva.

El olivo es un arbol de hoja perenne, muy resistente a la sequia y a las altas

temperaturas, sin embargo, no resiste temperaturas inferiores a 10° C bajo cero.
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Es un arbol vecero, aunque unas variedades son mas que otras, pudiendo
disminuir la veceria adelantando la recogida de la aceituna o bien mediante riego,
motivo por el cual actualmente hay una tendencia al cultivo en regadio aunque la

mayor parte de los olivos se cultivan en secano
En Espafia se cultivan diversas variedades de aceituna.

Concretamente las variedades que predominan en la provincia de Huelva son:

arbequina, picual y verdial.
Arbequina

Esta variedad debe su nombre a un pueblo de Ia
provincia de Lérida llamado Arbeca. Se cultiva principalmente
en la zona de Lérida, Tarragona, Huesca, Zaragoza y Teruel,

extendiéndose en los ultimos afos su cultivo a Andalucia.
Es una variedad muy resistente al frio.

Su arbol de tamafio pequefio, permite su cultivo

intensivo.

Aunque su fruto es uno de los mds pequefios utilizados para producir aceite de
oliva, aproximadamente 1,9 gramos, sus aceites son de exquisito flavor, temprana

produccidn, elevadas cosechas y buen rendimiento graso.

Los aceites de esta variedad presentan un elevado contenido en acido linoleico y
un bajo contenido en polifenoles, lo que los hace menos estables a la oxidacion, por
ello, deben consumirse pronto y mantenerlos resguardados de la luz y el calor. Son
aceites ideales para consumir en crudo, debido a su riqueza en compuestos

aromaticos.
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Picual

Esta variedad debe su nombre a la forma del dpice

de su fruto, que termina en pico.

Es el cultivo mas importante en extensidn,

produccion es Andalucia, aunque en los ultimos afios su cultivo se ha extendido por

llegando a alcanzar la mitad del olivar nacional y

alrededor de un 20% del mundial. Su principal zona de

todo el ambito nacional, gracias a su gran productividad y precoz produccién.

Su drbol es vigoroso y se adapta facilmente a diferentes condiciones de clima'y
suelo. Su fruto es de tamafio medio-grande, con un peso medio de unos 3,2 gramos y
un buen rendimiento graso. La resistencia al desprendimiento de los frutos es baja,

favoreciendo la recoleccion mecanizada.

Su riqueza en acido oleico y sustancias antioxidantes naturales, como los
polifenoles y tocoferoles, ademds de su bajo contenido en dacido linoleico, lo
convierten en uno de los aceites mas estables. Son aceites aptos para el consumo en
crudo, aunque también son excelentes para cocinar, debido a su resistencia a la

termooxidacion.
Verdial de Huévar

Su denominacién “Verdial”, se debe a que su fruto,
de maduracidn tardia, no alcanza el color negro que da
la madurez de las aceitunas. La denominacién "Verdial
de Huévar" fue adoptada por Orteganieto (1955) para

poder diferenciarlos de otros cultivos de igual

denominacién genérica.
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La principal zona de cultivo es el suroeste de la Peninsula Ibérica, en las
provincias de Huelva y Sevilla, encontrandose también en la comarca del Alentejo

(Portugal).

Es una variedad muy resistente al frio y a la sequia, adaptandose muy bien a

distintos tipos de suelo, aunque vecera y poco productiva.

Su arbol es vigoroso y de copa densa y sus frutos presentan gran resistencia al

desprendimiento, dificultando su recoleccién mecanizada.

El tamafio de su fruto es grande, 5.7 gramos, utilizdndose como aceituna de

mesa, asi como para la produccién de aceite, con un buen rendimiento graso.

Sus aceites presentan un contenido en &acido linoleico medio, siendo su
estabilidad frente a la oxidacidon también media. Son aceites tempranos y frutados, con
un cierto aroma herbdceo, algo amargos y picantes. Los aceites de oliva de esta
variedad, presentan altas concentraciones de eritrodiol y fitol, ademds de compuestos
como 24-metilen-24-dihidro lanosterol, citrostadienol y butirospermol. (Aparicio y

Harwood, 2003).

La produccion del aceite de oliva se ha extendido mads alld de las zonas
mediterraneas, pero aun son éstas las mayores productoras de dicho producto. La
Unidn Europea representa mas del 70% de la produccién mundial, destancando Espania,
dentro del marco Europeo con mas del 60%, seguida por Italia, con un 21% y Grecia con
una produccion del 13,5% tal como se muestra en la figura 1.1. Los datos estadisticos
corresponden la base de datos del COI (Consejo Oleicola Internacional), los cudles son
el resultado de recopilar las cifras suministradas regularmente por los estados

miembros.

Segun los datos medios de produccidon de las campafias olivareras desde el afio
2009 hasta el afio 2014 proporcionados por la Agencia para el aceite de oliva (AAO),
mas del 80% del aceite se produce en Andalucia, correspondiendo a Jaén mas de la

mitad de su produccidn. Cérdoba, con casi el 23% y Granada con algo mas del 10% son,

-7-
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junto a Jaén, las mayores productoras andaluzas. Entre las minoritarias se encuentra

Huelva con tan sdlo el 0.5% de la produccidn del aceite andaluz, como podemos

observar en la figura 1.2.
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los principales productores de aceite de oliva.

Debido a la produccidn y al consumo de aceite de oliva en nuestro pais, éste se

ha convertido en un producto clave en el comercio espafiol. Por ello, la reglamentacion
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para el mismo estad siempre actualizada. Buen ejemplo de ello es el Reglamento de
ejecucién (UE) n° 299/2013 de la comisién de 26 de marzo de 2013 que modifica 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 andlisis; donde se definen las
caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas de los aceite de oliva y orujo de oliva,

asi como los métodos de evaluacion de tales caracteristicas.

En dicho Reglamento se hace incapié en que los Estados miembros se cercioren
de que los controles de conformidad se lleven a cabo de forma selectiva, sobre la base
de un andlisis de riesgos, y con la frecuencia apropiada, con el fin de garantizar que el

aceite de oliva comercializado se ajuste a la categoria declarada.
Este reglamento estable la siguiente la clasificacidn de los aceites de oliva:

% Aceite de oliva virgen extra: aceite de oliva virgen cuya acidez, expresada en
acido oleico, no supera el 0.8%; su conterido en ceras es menor o igual a 250
mg/kg, y cuyas demds caracteristicas son conformes a las establecidas para

la categoria.

% Aceite de oliva virgen: aceite de oliva virgen cuya acidez, expresada en acido
oleico, no supera el 2%; su conterido en ceras es menor o igual a 250 mg/kg, vy
cuyas demds caracteristicas son conformes a las establecidas para la

categoria.

% Aceite de oliva lampante: aceite de oliva virgen cuya acidez, expresada en
acido oleico, es superior al 2%; su conterido en ceras es menor o igual a 300
mg/kg, y cuyas demds caracteristicas son conformes a las establecidas para

la categoria.

% Aceite de oliva refinado: aceite de oliva virgen cuya acidez, expresada en
acido oleico, no supera el 0.3%, su conterido en ceras es menor o igual a 350
mg/kg, y cuyas demds caracteristicas son conformes a las establecidas para

la categoria.
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% Aceite de oliva (compuesto de aceites de oliva refinados y de aceites de oliva
virgenes): aceite de oliva virgen cuya acidez, expresada en 4cido oleico, no
supera el 1%; su conterido en ceras es menor o igual a 350 mg/kg, y cuyas

demas caracteristicas son conformes a las establecidas para la categoria.
1.2. El aceite de oliva virgen

El aceite de oliva virgen, es el zumo natural procedente del '

fruto del olivo, olivas o aceitunas, que durante su elaboracién no

tiene contacto en ningin momento con productos quimicos o

disolventes organicos.

Es el unico aceite vegetal que se puede consumir crudo, sin necesidad de ser
refinado. (Olias y col. 1993). Esta es la razén por la cual la composicién del aceite de
oliva virgen no se ve alterada, conservando todas sus propiedades nutricionales, sus
cualidades organolépticas y sus efectos beneficiosos. Durante el proceso de refinado
de un aceite se pierden muchos compuestos, especialmente de la fraccién
insaponificable, de gran valor bioldgico, formdndose nuevos compuestos (radicales
libres, perdxidos, acidos grasos conjugados, etc...), que pueden tener efectos nocivos

para la salud.

Cuando este zumo oleoso procede de frutos sanos, recogidos en su mejor
momento, de forma correcta y bajo una elaboracién adecuada, da lugar a un aceite de

excepcionales caracteristicas organolépticas: olor, color y sabor.

Una mala técnica de recoleccidn del fruto, una maduracién anormal o que haya
pasado mucho tiempo el fruto almacenado en las tolvas a la espera de ser molturado,
provocan la alteracién del aceite de oliva, afectando a sus caracteristicas
organolépticas y aumentando su acidez, siendo necesaria su refinacidon para que sea

apto para el consumo humano.

-10-
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1.3. El aceite de oliva virgen extra de la provincia de Huelva

La zona de estudio “la provincia de Huelva”, es la mas occidental de las
provincias andaluzas. Se encuentra comprendida entre los 38° 15” y los 36° 45”
de latitud. Topograficamente se distinguen cuatro ambitos geograficos bien definidos,
la Costa, El Andévalo y su cuenca minera, la Campifia de El Condado y la Sierra de

Aracena.

El clima es mediterrdneo, mds Continental hacia el Norte y con influencias
atlanticas en la costa. Las precipitaciones son de 500 mm anuales, llegando a alcanzar
los 1000 mm anuales en la zona montafosa. Goza de inviernos muy suaves con
temperaturas por encima de los 10° C. Los veranos son calidos y secos. La luminosidad
es muy elevada, con unas 3000 horas de sol al afo. Sus suelos son sueltos, arenosos,

permeables y de fertilidad moderada.

La zona de estudio de la elaboracién del aceite de oliva virgen extra abarca 4
términos municipales de la provincia de Huelva (Beas, Gibraledn, Niebla y Sanltcar del

Guadiana). La figura 1.3 muestra un mapa de la zona de estudio.

Sanlucardel Guadiana

Gibralcon

Beas

Nicbla

Figura 1.3. Mapa de la zona de estudio.
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En 1990 la superficie de olivar era aproximadamente de 40.000 ha, siendo la
variedad Verdial de Huévar la mas importante, con el 80% de la superficie, y el 20%
restante con variedades Manzanilla, Zorzalefia, Bical, etc. Dado el peso especifico de la
variedad Verdial de Huévar en la olivicultura tradicional onubense, a continuacién se

exponen algunas de las caracteristicas agronémicas de la misma:
e Muy sensible a Aceituna jabonosa o Lepra (Collectotricum gloespoiroides).
* Muy sensible a Mosca del olivo (Bactrocera oleae).
* Acentuada veceria o alternancia de cosechas.

e Dificultosa recoleccidn (alta fuerza de retencién de frutos y elevado porte del

arbolado).
¢ Elevado contenido en eritrodiol.

Todas estas caracteristicas, intrinsecas de la variedad, incrementadas por las
condiciones de cultivo, inciden negativamente en la produccién, en los costes de

cultivo y en la calidad de los aceites obtenidos.

En la actualidad la superficie de olivar alcanza aproximadamente 35.000 ha y una
produccion media anual de aceite de 5.000 tm. La variedad Verdial de Huévar ha
quedado reducida a un 40% de la superficie total y un 30% lo constituyen Manzanilla de
Sevilla, Manzanilla Serrana, Bical, Gallego y Zorzalefia. El 30% restante lo forma lo que
[lamamos nuevas variedades para el cultivo intensivo del olivar. Las mas generalizadas
son Picual y Arbequina, seguida de Manzanilla de Sevilla, y en menor cuantia
Hojiblanca y Frantoio. Estas variedades son mds precoces, menos veceras O
alternantes, elegidas por su facil recoleccién o porque poseen algunas caracteristicas
agrondmicas y aceiteras especificas. Actualmente el 70% de la produccidén de aceite
provincial procede de ellas, con tendencia a incrementarse a medida que las nuevas

plantaciones entren en produccidén o alcancen el estado adulto.
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Evolucidn de la calidad de los aceites de oliva obtenidos en la provincia

Para efectuar una adecuada gestiéon comercial de cualquier sector productivo, es

imprescindible la obtencidn de la maxima calidad del producto.

En el aceite de oliva, las normas de calidad estan establecidas en el Reglamento
CE n°® 2568/91 y en su ultima modificacién CE n° 1989/03, donde se recogen las
caracteristicas que deben reunir los aceites de oliva para su clasificacion en las distintas

categorias.

Destacar que cada dia es mas frecuente valorar la calidad de los aceites de oliva
desde otras perspectivas no recogidas directamente en el citado reglamento, como
son los aspectos nutricionales, culinarios, comerciales, sensoriales, etc. No obstante,
s6lo nos referiremos a la calidad reglamentada y con el objetivo de facilitar la
comprensién de la evolucién de dicha calidad se exponen algunos pardmetros fisicos
quimicos y las caracteristicas organolépticas que deben reunir los aceites de oliva
obtenidos en las almazaras (Tabla 1.1). Basta con que un solo pardmetro no esté en el

baremo de la categoria, para clasificar el aceite como de la categoria inferior.

Tabla 1.1. Caracteristicas organolépticas regladas del aceite de oliva.

Categoria Acidez Eritrodiol + uvaol K270 Indice Andlisis sensorial
(g/100oml) (%) peréxidos MD Defecto  MF Frutado
Aceite de oliva virgen extra <0.8 <4.5 <0.22 <20 Md=o0 Mf>o
Aceite de oliva virgen <2 <4.5 £0.25 <20 Mds 2,5 Mf>o
Aceite de oliva lampante >2 >4.5 Md > 2,5

La situacion de la calidad de los aceites de Huelva en la Campafia 1994/95 se
muestra en la Tabla 1.2. Las muestras de aceite proceden de la variedad Verdial de
Huévar, la extraccion se efectud por el sistema de prensa y separacién por pozuelos, el

aceite estaba almacenado en depdsitos de hierro.

Los resultados de los andlisis evidenciaron la deficiente calidad de los aceites
obtenidos, tanto como consecuencia de los pardmetros fisico-quimicos como

organolépticos (aceites lampantes). Estos aceites no son aptos para el consumo
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directo, teniendo que pasar por refineria y, por tanto, con pérdidas notables de precios

de mercado.

Tabla 1.2. Resultado de andlisis y valoracién organoléptica de aceites. Campafa 1994/95.

Muestra n° K270 Acidez indice Punto Defectos o Atributos
Peréxido organolépticos
1 0.18 2.9 22,5 2.5 Avinado, atrojado, aceitoso, suciedad
2 0.19 3.6 21.6 3 Atrojado, borra agrio,
3 1 1 16.5 2 Infierno, turbio, aceituna zapatera
4 2 2 17.9 3 Mantequilla, gusano, Avinado, atrojado y rancio
5 1.3 1.3 19.7 4.5 Afrutado muy maduro
6 1.8 1.8 32.4 3.5 Atrojado, agrio, aceite viejo
7 2.9 2.9 34.7 3.5 Esparto, viejo, tierra, jabdn, olor, orujo

Desde estos momentos, comienza una intensa labor formativa de los olivareros y
almazaras, con el objetivo de mejorar la calidad de los aceites. Dicha formacién
consistié fundamentalmente en la realizacion de cursos y jornadas, demostraciones,
etc. analizando los factores agrondmicos, transporte, clasificaciéon de aceitunas,
molturacién, sistemas de extraccion de aceites, almacenamiento, cursos de

almazareros y catas de aceite, todos relacionados con la calidad de los aceites.

Es de destacar el gran esfuerzo, en cuanto a inversién y gestidn, realizado por las
almazaras de la provincia para la renovacidn de las instalaciones lo que, junto con el
establecimiento de las normas de recoleccidn, transporte y entrega adoptadas por los
socios, permitieron la obtencidn de aceites con extraordinarios resultados. La Tabla
1.3. recoge los resultados obtenidos por los aceites de la campafia 2012. Los aceites
analizados son todos clasificados como aceites de oliva virgen extra, avalando la
excelente calidad de nuestros aceites y confirmando el elevado nivel de mejora

alcanzado.

Como se desprende de los cuadros de andlisis, se ha pasado de obtener aceites
de mala calidad procedentes de una sola variedad de aceituna (Verdial de Huévar) a

obtener una gama importante, de aceites procedentes de distintas variedades (aceite
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de Picual, Arbequina, Verdial de Huévar, Hojilblanca, etc.) con categoria de virgen

extra.
Tabla 1.3. Andlisis de aceites de Huelva. Campaia 2011/12.
i indi Anilisis sensorial
Depésito Variedad Acidez K270 lndlf:e_ Clasificacion
(ghooml) peréxido MF Frutado MD Defecto

Cooperativa San Bartolomé (Beas)
2 Picual 0.2 0.10 2.8 5.8 0.0 Virgen extra

1 Arbequina 0.1 0.10 4.4 6.0 0.0 Virgen extra
Cooperativa San Antonio Abad (Trigueros)

1 Arbequina 0.1 0.10 5.7 4.6 0.0 Virgen extra
3 Picual 0.2 0.12 4.9 4.7 0.0 Virgen extra
3 Arbequina 0.1 0.11 9.2 3.6 0.0 Virgen extra
6 Picual 0.2 0.12 8.5 4.6 0.0 Virgen extra

Cooperativa Olivarera Bartolina (San Bartolomé de la Torre)
5 Picual 0.1 0.13 5.1 4.1 0.0 Virgen extra

o Verdial 0.3 0.15 9.1 4.0 0.0 Virgen extra
Molino Olivar de Huelva

G7 Arbequina 0.1 0.10 4.4 5.9 0.0 Virgen extra

B-3 Hojiblanca 0.1 0.12 4.1 5.3 0.0 Virgen extra

1.4. Composicién quimica del aceite de oliva virgen

El aceite de oliva presenta una composicién bastante compleja. Para el estudio
de la misma, los compuestos quimicos del aceite pueden dividirse en dos grandes
grupos a los que se denomina fraccién saponificable y fraccién insaponificable.

(Aparicio y Harwood, 2003).

En el siguiente esquema (Figura 1.4) se muestran los compuestos presentes en

ambas fracciones.
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Figura 1.4. Esquema de la composicién quimica del aceite de oliva virgen.

Fosfolipidos

Fraccion saponificable

La fraccidon saponificable representa entre el 98 y el 99.5% del peso del aceite.
Estd constituida por glicéridos (ésteres de acidos grasos con la glicerina), acidos grasos
libres, ceras (ésteres de 4cidos grasos y alcoholes alifaticos), ésteres de esteroles y

fosfolipidos.
Glicéridos

Los glicéridos son los responsables de las caracteristicas fisicas de un aceite de
oliva. Su funcién es de almacenamiento de energia, gracias a su alto contenido

energético.

La glicerina se esterifica con uno, dos o tres acidos grasos, para formar los mono,
diy triglicéridos, respectivamente. Basandonos en su composicién en acidos grasos, en
el aceite de oliva, se pueden detectar mas de 70 triglicéridos, muchos de ellos en
cantidades despreciables. El componente principal de los triglicéridos en el aceite de

oliva es el 4cido oleico. Los triglicéridos mayoritarios en el aceite de oliva son: 000
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(40-59%), POO (12-20%), OOL (12.5-20%), POL (5,5-7%) y OOE (3-7%), (Boskou, 1998),
dénde O: Oleico, P: Palmitico, L: Linoleico y E: Estedrico. La composicion de los
triglicéridos sirve para detectar adulteraciones del aceite de oliva con otros aceites
(Casadei y col., 1978). Los monoglicéridos y diglicéridos son productos intermedios de
la sintesis de los triglicéridos o el resultado de la hidrdlisis de los triglicéridos debido a
la alteracidon del aceite (Cert y col., 1997). La concentracién de diglicéridos en el aceite
de oliva varia entre 1y 2.8 % y los monoglicéridos estan presentes en cantidades

menores al 0.25% (Boskou, 1998).

Acidos grasos

Los principales factores que influyen en el contenido final de los 4cidos grasos
son la latitud, las condiciones climaticas, la variedad y el grado de madurez de las

aceitunas en el momento de su recoleccién (Boskou, 1998; Murillo y col., 1997).

Normalmente los acidos grasos no se encuentran libres, sino formando ésteres.
La proporcion de acidos grasos libres en el aceite de oliva es muy pequefa y depende
de la calidad de éste, ya que la presencia de este tipo de compuestos, al igual que
ocurre con los mono y diglicéridos, se debe a un proceso de hidrdlisis. Estos acidos

grasos libres le confieren acidez al aceite.

Dependiendo de la naturaleza quimica de los acidos grasos, al numero de dobles
enlaces, se clasifican en saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, cuyos
porcentajes en el aceite de oliva suelen oscilar en torno al 14,72 y 14%, respectivamente
(Aparicio y Harwood, 2003). La presencia de estos dobles enlaces, le proporcionan al
aceite una mayor fluidez. La Tabla 1.4 recoge la composicidn de acidos grasos en el

aceite de oliva.

El aceite de oliva es el principal aporte de acido oleico en la dieta mediterraneo.
(Pérez-Jiménez y col. 2005). El &cido oleico es un 4cido graso monoinsaturado, lo que
le confiere al aceite una mayor estabilidad cuanto mayor es el contenido de éste frente

al de acidos grasos poliinsaturados (acido linoleico y 4cido linolénico), que son
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facilmente oxidables. Gracias a la riqueza del aceite de oliva en acido oleico y a su bajo
contenido en 4cidos linoleico y linolénico, es el aceite de origen vegetal mas resistente
a la oxidacién. (Aparicio y col.1999, O'Brien Richard D. 2004). Esta es la razén por la
que aceites con mayor contenido en dcidos grasos poliinsaturados, son mas
suceptibles a la oxidacion, por la presencia de un mayor nimero de dobles enlaces,
que se oxidan con mayor facilidad, dando lugar a compuestos como alcoholes,
aldehidos, cetonas, etc., responsables del enranciamiento del aceite, confiriéndole mal
olory sabor. (Civantos y col. 1992).

Tabla 1.4. Composicidn de dcidos grasos en el aceite de oliva (%), indicando su acrénimo,

el nimero de dobles enlaces y surango de concentracion.

Acidos grasos Acrénimos N° de carbonos Limites (%)

Enlaces dobles

Saturados

Ac.Miristico C14:0 0 <0.05
Ac.Palmitico C16:0 0 7,5-20
Ac.Heptadecanoico o C17:0 0 <0.3
Margdrico

Ac.Estedrico C18:0 0 0,5-5,0
Ac.Araquidico C20:0 0 <0.6
Ac.Behénico C22:0 o} <0.2
Ac.Lignocérico C24:0 (o} <0.2

Monoinsaturados

Ac.Palmitoleico C16:1 (w7) 1 0,3-3,5
Ac.Margaroleico C1741 1 <0.3
Ac.Oleico C18:1 (w9) 1 55-83
Ac.Eicosenoico o Gadoleico C20:1 1 <0.4
Poliinsaturados

Ac.Linoleico C18:2 (w6) 2 3.5-21.0
Ac.Linolénico 18:3 (w3) 3 £1.0

Fuente: Reglamento (CE) N° 2205/2003.

Los acidos grasos saturados en el aceite de oliva, se encuentran en cantidades
parecidas o menores a las de otros aceites vegetales, exceptuando el aceite de girasol,

colza, cartamo y pepita de uva. (Porras Piedra y col. pag. 280).
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Ceras

Las ceras son ésteres de alcoholes alifaticos con los acidos grasos libres, de
elevado nimero de dtomos de carbono. La hidrdlisis de los triglicéridos aumenta la

proporcion de acidos grasos libres, acelerando la reaccion.

La determinacidon de las ceras tiene como objeto evitar fraudes, ya que el
contenido en ceras para el aceite de oliva (350 mg/kg) y para el aceite de orujo (2350
mg/kg), es superior al aceite de oliva virgen (250 mg/kg). Sin embargo, no son

perjudiciales desde el punto de vista nutricional.

Sus pérdidas durante el proceso de blanqueo son reducidas si lo comparamos

con otros componentes menores. (Mariani C. y col. 1992).

Esteres de esteroles

Los esteroles también pueden estar presentes en el aceite de oliva en su forma
esterificada. Son los ésteres de dacidos grasos con los desmetilesteroles, los 4-

metilesteroles y los 4,4-dimetilesteroles con acidos grasos. (Boskou D., 1998).

Fosfolipidos

Los fosfolipidos son un tipo de lipidos formados por una molécula de glicerina a
la que se le unen dos 4cidos grasos (1,2.diacilglicerol) y un grupo fosfato. En el aceite
de oliva estan presentes en pequefias cantidades. Estos compuestos son mas

inestables que los triglicéridos y se oxidan con mayor facilidad.

Los principales fosfolipidos encontrados en el aceite de oliva son:

fosfadidilcolina, fosfadidiletanolamina, fosfatidi-linositol y fosfadidilserina. (Boskou D.,

1998).

Fraccién insaponificable

Esta fraccidn representa una pequefia parte de la composicion del aceite de oliva

(0.5-2%). Los compuestos que la forman son muy importantes para la estabilidad, el
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aroma y el sabor del aceite de oliva (Boskou, 1998). La componen hidrocarburos,
esteroles, tocoferoles y tocotrienoles (vitamina E), pigmentos (carotenoides y
clorofilicos), compuestos fendlicos, compuestos aromaticos y alcoholes alifaticos. La
Tabla 1.5 muestra los principales componentes de la fraccidon del insaponificable, sus

concentraciones medias, asi como la funcién asociada a los mismos.
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Tabla 1.5. Componentes principales de la fraccién del insaponificable, sus
concentraciones medias y la funcién asociada a los mismos.

Compuestos

Proporcién

Funcién

Hidrocarburos

32-50% fraccion insaponificable.

Escualeno 1250-7500 mg/kg Antioxidante

B-caroteno 0.3y5mg/Kg Antioxidante y coloracién
Provitamina A

Pigmentos Coloracién

Pigmentos clorofilicos: 1-20 mg/kg Autooxidacion

-clorofilas 0.2-24 mg/kg y coloracién

-feofitinas

Pigmentos carotenoides

Luteina

B —caroteno

Xantofilas

0.5-10 mg/kg expresado como -caroteno.

>50% del total

10-20% del total

20-30% del total

Antioxidante y coloracién
Evita la formacion
de radicales libres

Provitamina A

Tocoferoles

a-tocoferol

B-tocoferol y

150-430 mg/kg
90-95%
del total de tocoferoles

10%

Antioxidantes

Vitamina E

y-tocoferol
&-tocoferol Trazas
Tocotrienoles Trazas Antioxidantes

Alcoholes alifaticos

100-200 mg/kg

Esteroles
40-desmetilesteroles:
B-sitosterol
Campesterol
Estigmasterol

Alcoholes triterpénicos

Dialcoholes triterpénicos

(eritrodiol y uvaol)

a-metilesteroles

800y 2650 mg/kg

90-95 % del total

1000-1500 mg/kg

100-2000 mg/kg

Pequefias cantidades

Actividad hipocolesteromiante

Compuestos fendlicos

50-1000 mg/kg

(Expresado como &cido cafeico).

Antioxidante. Influyen en las

caracteristicas organolépticas

Compuestos aromaticos

Alcoholes

Cetonas

Esteres

Eteres

Derivados furdnicos

Derivados tiofeno

Aroma. Influyen en las caracteristicas

organolépticas

Mataix F.J. y col. 1988; Karleskind A. y col. 1992; Speek, A.J. y col. 1985; Fedelli E. y col. 1993; Graciani Constante E. 2006.
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Hidrocarburos

Representan entre un 32 y un 50 % de la fraccién insaponificable. Los

hidrocarburos mayoritarios en el aceite de oliva son el escualeno y el B-caroteno.

El escualeno es el principal constituyente de la fraccién insaponificable, llegando
a alcanzar el 40 % del peso total de esta fraccién (Boskou, 1998), en concentraciones
entre 1250-7500 mg/Kg (Smith, 2000). Pertenece al grupo de los terpenos, es un
hidrocarburo poliinsaturado con 6 grupos isoprenoides (sustancias antioxidantes
naturales). Es un producto intermedio en la biosintesis del colesterol, con capacidad
para inhibir la actividad de la enzima relacionada en la sintesis del colesterol. El
escualeno, se encuentra en mayor proporcion en el aceite de oliva que en otros aceites

de semilla (Porras, 1995; Mataix y col., 1988).

Se han identificado otros hidrocarburos presentes en el aceite de oliva que
contribuyen a conferir sabor y aroma al aceite, pero que no participan de sus
cualidades nutritivas (Fedelim, 1977) como parafinas con nimero par e impar de
carbonos, hidrocarburos de cadena ramificada, iso o anteiso, hidrocarburos
aromaticos e hidrocarburos aromaticos policiclicos (naftaleno, fenantreno, pireno,

fluorantreno, etc.), siendo estos ultimos, productos de una contaminacién.
Esteroles

Los esteroles son importantes constituyentes no gliceridicos, relacionados con la
calidad del aceite de oliva, detectando posibles fraudes por la adulteracion del aceite
de oliva con otros aceites (Cert y col., 1997). La composicidn de esteroles puede variar
dependiendo del grado de maduracién de la aceituna en el momento de la recoleccién
(Gutiérrez y col., 1999), de la climatologia y el tipo de suelo (Stefanoudaki y col., 2001),
de la conservacién de la aceituna, de su tratamiento, del almacenamiento del aceite de
oliva (Koutsaftakis y col., 2000), y de su localizacién geografica (Christopoulou y col.,
1996). Estos esteroles se pueden presentar libres o esterificados con acidos grasos,

identificandose en el aceite de oliva mas de 40, cuya concentracion varia entre 800y
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2650 mg/kg (Jiménez y col., 2001, Kiritsakis y Markakis, 1997). El contenido total de
esteroles totales se relaciona con la acidez libre, asi, aceites con un alto porcentaje de
acidos grasos libres, presentan alto valor de esteroles totales (Boskou, 1998, Morchio y
col.,, 1987). En el aceite de oliva estos esteroles se clasifican en cuatro grupos:
esteroles comunes (4a-desmetilesteroles), 4a-metilesteroles, 4,4-dimetilesteroles

alcoholes triterpénicos) y dialcoholes triterpénicos.
p y p
4u-desmetilesteroles (esteroles comunes)

Los principales esteroles presentes en este grupo son: el B-sitosterol, A-5-
avenasterol y campesterol. En menor cantidad encontramos: el estignasterol,
colesterol, 24-metilen-colesterol, A-7-campesterol, A-5, 23-estigmastadienol,
clerosterol, sitostanol, A-5, 24-estigmastadienol, A-7-estigmastenol y 7-avenastenol.
(Boskou D., 1998, Morchio G. R.y col. 1987). El esterol mds abundante en el aceite de
oliva, es el B-sitosterol, que constituye el 90-95% del total de los esteroles del aceite

con concentraciones que varian entre 200 y 800 mg/kg.
4-a-metilesteroles

Los esteroles 4-monometil son productos intermedios en la biosintesis del
esterol y en el aceite de oliva se encuentran en pequefas cantidades. Los principales
en el aceite de oliva son el obtusifoliol, gramisterol, cicloeucalenol y citrostadienol.

(Boskou D., 1998).
4,4-dimetilesteroles. (Alcoholes triterpénicos)

Los principales alcoholes triterpénicos presentes en el aceite de oliva son: la {3-
amirina, butirospermol, cicloartenol y 24-metilencicloartanol. Su concentracién variade
1000 a 1500 mg/100 Kg., siendo su concentracién mucho mayor en los aceites de orujo

(Boskou, 1998).
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Dialcoholes triterpénicos

Los principales dialcoholes triterpénicos del aceite de oliva son eritrodiol y uvaol,
con concentraciones que varian de 1 a 20 mg/100g de aceite (Boskou, 1998). Estos
compuestos se utilizan para comprobar la autenticidad del aceite de oliva, ya que su
contenido es mayor en los aceites de orujo. No obstante, en determinadas variedades
como la Verdial de Huevar, son caracteristicos elevados valores de estos parametros

(Aparicio y Harwood, 2003).

El sistema de extraccidn utilizado influye en el contenido final de alcoholes y
dioles triterpénicos, obteniéndose mayores concentraciones en aceites extraidos por

presién que en aquellos aceites extraidos por centrifugacion en sistemas de tres fases.

Tocoferoles y tocotrienoles

Lipidos que contienen un anillo aromatico sustituido y una cadena lateral
hidrocarbonada larga. Existen dos grupos: tocoferoles y tocotrienoles y
genéricamente se conocen como vitamina E. Los tocotrienoles presentan un doble
enlace mds que los tocoferoles en la cadena lateral hidrocarbonada. Estos compuestos
estan presentes en el aceite de oliva en cantidades muy bajas. Los tocoferoles tienen
una gran actividad antioxidante, confiriéndole estabilidad a los aceites frente al
proceso de enranciamiento. Existen 4 isémeros: a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol y

O-tocoferol.

El tocoferol mayoritario, el a-tocoferol, supone el 90-95% del total de los
tocoferoles y el mds activo biolégicamente como vitamina E. El 10% restante lo
constituyen el B -tocoferol, y-tocoferol y en niveles trazas el 8-tocoferol (Speek y col.,
1985, Fedelli y col., 1993). El y-tocoferol es el que presenta mayor actividad

antioxidante, seguido del B-tocoferol y el a-tocoferol (Porras y col., 1995).

La concentracién de tocoferoles en el aceite de oliva varia en funcién de diversos
factores como la variedad de la aceituna, el grado de madurez del fruto en el momento

de la recoleccién, (siendo mayor la concentracién de tocoferoles en los aceites
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obtenidos a principio de campafa), y las condiciones del almacenamiento de la
aceituna (Fedelli y Conesi, 1993). Por esta razdn, se han obtenido diversas cifras en el
contenido de tocoferoles del aceite de oliva virgen que varian entre 150-200 mg/kg
(Jiménez y col,, 2001), aunque algunos autores han publicado valores de

concentraciones entre 240-430 mg/kg (Smith y col., 2000; Owen y col., 2000a).

Al igual que sucede con otros compuestos de la fraccién insaponificable, el
contenido en tocoferoles se ve notablemente reducido en el proceso de refinado del
aceite, sobre todo por evaporacion durante la etapa de desodorizacién. (Ferndndez y

Boatella, 1987), asi como en el calentamiento durante la preparacién de alimentos

(Bonillay col., 1999).

Alcoholes alifdticos

Son alcoholes de cadena lineal con un nidmero de carbonos que oscila entre 18 y
30. Los mayoritarios en el aceite de oliva son docosanol, tetracosanol, hexacosanol,
octacosanol. (Boskou D., 1998, Alarcén de la Lastra C. y col. 2001). Su rango de
concentracion en el aceite de oliva oscila entre 100 y 200 mg/kg, mientras que el
tricosanol, el pentacosanol y heptacosanol, se encuentran en el aceite de oliva en

trazas. (Tiscornia E. y col. 1982).

Su determinacién permite diferenciar los aceites de oliva virgen de los aceites de

orujo, ya que la concentracién es mayor en aceites extraidos con disolventes. (Civantos

L.y col. 1992).

Pigmentos

Este grupo de compuestos es el responsable de la tonalidad final del aceite. Esta

constituido fundamentalmente por pigmentos clorofilicos y carotenoides.
Pigmentos clorofilicos

Son los responsables del color verde del aceite, formando parte de estos

compuestos la clorofila a (color verde-azulado), la clorofila b (color verde-amarillo), asf
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como las feofitinas a y b (color marrdn), procedentes de la degradacién de las
anteriores. Predomina la feofitina a, cuya concentracién puede alcanzar un 70-80% del

total. El contenido de clorofilas oscila entre 1y 10 ppm y feofitinas puede oscilar entre

0.2y 24 ppm.

El contenido de clorofilas en un aceite obtenido por centrifugacion directa es
entre un 20-40% mayor que el aceite obtenido por prensas. (De Felice M. y col. 1979). El

contenido en clorofilas disminuye con la maduracidn del fruto.

Las clorofilas pueden producir la fotooxidacién del aceite si se expone a la luz,
pero actian como antioxidantes en la oscuridad (Gutiérrez Rosales F. y col. 1992), por

esta razon deben protegerse los aceites de la exposicion a la luz.
Pigmentos carotenoides

Los carotenoides son hidrocarburos triterpénicos con propiedades antioxidantes

y son responsables de la coloracidon amarilla de los aceites.

Los carotenoides presentes en el aceite de oliva son: luteina, B-caroteno,
violaxantina y neoxantina. (Ranalli A. y col. 1992, Boskou D.1998), con una
concentracion que puede oscilar entre 0.5 y 10 mg/kg, expresada como {-caroteno.
(Porras Piedra A. y col. 1995). La luteina es el carotenoide mayoritario (mas del 50 % de
la fracciéon amarilla), seguida del B-caroteno (entre el 10-20%). El resto violaxantina y

neoxantina, pertenecen a la fraccién minoritaria de xantofilas. (Graciani Constante E.

2006, pp. 153).

El B-caroteno es el Unico carotenoide del aceite de oliva que pertenece al grupo
de los provitaminicos, siendo precursor de la vitamina A (retinol). La concentracién de
B-caroteno en el aceite de oliva es muy baja y varia entre 0.3 y 5 mg/Kg. (Jiménez J. y
col. 2001, Kiritsakis A. y Markakis P. 1987). El contenido del B-caroteno depende de
diversos factores como la variedad, las caracteristicas del cultivo, el manejo de la
aceituna desde la recoleccidn, su conservacion y los sistemas de extraccién. (Porras P.

y col. 1995). Al final del periodo de recoleccidén, cuando la aceituna esta mas madura,
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aumenta la concentracion de luteina, disminuyendo el contenido en clorofilas.

(Minguez-Mosquera M.L. y col. 1991).

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son compuestos orgdnicos, en cuyas estructuras

moleculares hay al menos un grupo fenol.

Los polifenoles son sustancias solubles en agua, que se encuentran en el
mesocarpio de las aceitunas y se transfieren al aceite de oliva virgen durante el
proceso de extraccion. De todos los aceites de oliva, es en el aceite de oliva virgen,
dénde hay un mayor contenido de polifenoles, ya que el proceso de refinado reduce
drasticamente su contenido, mostrando importantes pérdidas en sustancias fendlicas
simples, en compuestos como la oleuropeina y el ligtrdsido, y en lignanos (Oweny col.,
2000a). La cantidad de estos compuestos fendlicos en el aceite de oliva virgen varia
entre 50 y 500 mg/kg (expresado en 4cido cafeico), encontrandose aceites con hasta
1000 mg/Kg (Montedoro y col., 1992). La determinacién cuantitativa de los
compuestos fendlicos ha sido objeto de diversos estudios (Vazquez y col., 1973 y 1975).
Hay diversos factores que influyen en el contenido final de estos compuestos,
principalmente la variedad de la aceituna, aunque también va a depender de la
procedencia de la aceituna, de las condiciones climatoldgicas, el tipo de suelo, el
estado de maduracién de la aceituna en el momento de su recoleccién, el tipo de

almacenamiento y de extraccién (Gutfinger y col., 1981; Gimeno y col., 2002).

Los polifenoles son sustancias con gran valor biolégico y nutricional, gracias a su
actividad antioxidante. Estos compuestos afectan a la estabilidad, a las cualidades
organolépticas, confiriéndole un cierto amargor, pungencia y astringencia, asi como a
las propiedades nutricionales del aceite de oliva, influyendo en su calidad final. Se ha
comprobado que aceites con un mayor contenido en polifenoles, tienen mayor

estabilidad frente a la oxidacién y una mejor calidad (Vazquez y col., 1973 y 1975).
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Dentro de los compuestos fendlicos se pueden encontrar diversas formas

quimicas que dan origen a las distintas familias, entre las que se encuentran:
Acidos fendlicos

Como el acido cafeico, acido vainillico, acido siringico, dcido p-cumarico, acido
protocatéquico, acido p-hidroxibenzoico, acido ferdlico, acido cinamico, acido p-
hidroxifenilacético, acido hidroxicafeico, acido sindpico, vainillina, dcido o-cumdrico

(Liberatore y col., 2001).
Alcoholes fendlicos

Entre los que destacan el tirosol (p-hidroxifeniletanol) y el hidroxitirosol (B-(3,4-
dihidroxifenil)-etanol) que son productos derivados de la hidrdlisis de la oleuropeina.
Se ha observado que las concentraciones de hidroxitirosol y tirosol aumentan
proporcionalmente con el grado de madurez de la aceituna (Brenes y col., 1999;
Gutiérrez y col., 1999). Otros alcoholes encontrados en el aceite de oliva virgen son el
acetato de hidroxitirosol (Mateos y col., 2001), el acetato de tirosol (Brenes y col.,

1999) y una forma glucosidica del hidroxitirosol (Carrasco-Pancorbo y col., 2005).
Flavonoides

Se han encontrado compuestos pertenecientes al grupo de las flavonas como la
apigenina, la luteolina (Rovellini y col., 1997; Vazquez y col., 1976; Artajo y col., 2006) y
la metoxiluteolina (Rovellini y col., 1997). También se ha demostrado la presencia de un
flavonoide perteneciente al grupo de los flavonoles, el (+)-Taxofolin (Carrasco y col.,

2004).
Secoroides

Como la oleuropeina y el ligstrésido. La oleouropeina es el principal glucdsido en
el aceite de oliva. Es un éster heterosidico del acido eleandlico con hidroxitirosol
(Robards y col., 1999; Vazquez y col., 1961). Es un compuesto hidrosoluble, que se

encuentra en la pulpa de la aceituna y es el responsable de su sabor amargo. El
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contenido de oleuropeina disminuye al madurar el fruto, convirtiéndose en sus
derivados secoiridoideos. Las variedades de frutos pequenos presentan un contenido
alto de oleuropeina y bajo de verbascdsido, al contrario que las variedades de frutos

grandes (Boskou, 1998).

Los secoiridoides encontrados en el aceite de oliva virgen son: glucdsido de la
oleuropeina, formas aldehicas y dialdehicas del acido eleandlico, agliconas de la
oleuropeina y el ligstrdsido, forma agliconas del acido elendlico, oleuropeina (Caruso y
col., 2000), deacetoxiligstrosido, ligstrosido (Romero y col., 2004; Rios y col., 2005),
forma dialdehidica del acido elendlico descarboximetilo unido al hidroxitirosol (3,4-
DHPEA-EDA), forma dialdehidica del acido elendlico descarboximetilo unido al tirosol

(p-HPEA-EDA) (Gémez-Alonso y col., 2002; Carrasco y col., 2005).
Lignanos

Encontramos en el aceite de oliva virgen el (+)-1-acetoxipinoresinol, (+)-
pinoresinol, y (+)-1-hidroxipinoresinol (Brenes y col., 2000; Carrasco y col., 2005; Owen,

20000).
Hidroxi-isocromanos

Compuestos fendlicos encontrados en el aceite de oliva por Bianco en el afio
2002. Los principales son: 1-fenil-6,7-dihidroxi-isocromano y 1-(3'metoxi-4hidroxi)-fenil-

6,7-dihidroxi-isocromano (Bianco y col., 2002; Carrasco y col., 2005).

La tabla 1.6, muestra los principales compuestos fendlicos presentes en el aceite

de oliva agrupados por familias.
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Tabla 1.6. Compuestos fendlicos presentes en el aceite de oliva agrupados por familias.

Fenoles simples:

Acido hidroxibenzoico

y derivados:

dcido hidroxicindmico
y derivados:

-otros dcidos:

Acido vainillico, Acido protocatéquico, Acido 3,4-dihidroxibenzoico,

Acido 3-hidroxibenzoico, Acido benzoico, Acido siringico, Acido p- hidroxibenzoico.

Acido o-cumdrico, Acido p-cumdrico, Acido cindmico, Acido ferdilico,
Acido cafeico, Acido sindpico.

Acido 3,4-dihidroxifenilacético, Acido p-hidroxifenilacético.

Alcoholes fendlicos:

Hidroxitirosol, Tirosol, Hidroxitirosol acetato

Aldehidos:

Vainillina

Flavonoides:

Flavonas: Apigenina, Luteolina, Metoxiluteolina
Flavonoles: (+)-Taxofolin
Secoroides: Glucdsido de la oleuropeina, Forma aldehidica del dcido elendlico, Forma dialdehidica

del dcido elendlico, Forma aldehica del ligstrosido, Forma dialdehidica de la aglucona
del ligstrosido, Forma aldehidica de la oleuropeinaaglucona, Dimetiloleuropeina,
Oleuropeina, Deacetoxioleuropeina, 10-hidroxioleuropeina, dcido elendlico,
Ligstrosido, Diacetoxiligstrosido, Forma dialdehidica del dcido
elendlicodescarboximetilo unido al hidroxitirosol (3,4-DHPEA-EDA), Forma
dialdehidica del dcido elendlico, Descarboximetilo unido al tirosol(P-HPEA-EDA).

Lignanos: (+)-1- acetoxipinoresinol, (+)-pinoresinol, (+)-1-hidroxipinoresinol

Hidroxi- isocromanos:

1-fenil-6,7-dihidroxi-isocromano

1-(3’'metoxi-4"hidroxi)fenil-6,7-dihidroxi-isocromano

Compuestos volatiles

Los compuestos volatiles son los responsables del aroma del aceite de oliva,

por lo tanto, estan muy relacionados con sus caracteristicas sensoriales, afectando a su

calidad final.

En el aceite de oliva se han identificado un gran nimero de compuestos

quimicos: hidrocarburos alifaticos y aromaticos, alcoholes alifaticos y triterpénicos,
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aldehidos, cetonas, ésteres, éteres, fenoles y sus derivados furanos y tiofenos,
responsables del flavor (sabor y olor) de ese aceite. (Kiritsakis A. K. 1993, Boskou, D.
1998, Pp 67-103), siendo los compuestos alifaticos C6 (aldehidos, alcoholes y ésteres)
los mdas abundantes en el aceite de oliva virgen, influyendo tanto en la percepcién de
aromas agradables (aromas a fruta de aceituna, manzana, fruta madura, fruta verde,
hoja o hierba verde, higuera, la almendra, el tomate...), como el 2-hexenal y 2-hexenal-
Z, (Skizas T.y col. 2001), asi como en los aromas relacionados con los defectos
sensoriales (atrojado, aspero, avinado, rancio, avinagrado, agrio, capacho, mohoso,
pepino, tierra o viejo, metalico) destacando los aldehidos 2-hexenal-E, 2-heptenal-Z, 2-

decenal-Z, octanal, nonanal y pentanal

Son muchos los factores que intervienen en el sabor y el aroma final de un aceite
como la variedad, el grado de madurez del fruto (a mayor madurez, menor contenido
de compuestos aromédticos, especialmente la fraccién aldehidica C6), el tiempo de
almacenamiento, las condiciones climatolégicas y del cultivo, (Morales M.T. y col.
1996), el riego (la cantidad de aldehidos C6 y alcoholes C6 disminuyen, incrementando
las notas sensoriales verdes y frutadas en detrimento de las notas amargas), el tiempo
y la temperatura de batido, (se pierden compuestos si la temperatura es superior a los
30° especialmente de la fraccién aldehidica €C6) (GOdmez-Rico y col. 2008). En los
procesos de refinacion del aceite, estos compuestos se pierden de forma drastica,

especialmente durante la etapa de desodorizacién (Civantos L. y col. 1999).
1.5. Trazabilidad del aceite de oliva

La trazabilidad alimentaria se define como la capacidad de rastrear un alimento
desde su origen hasta el consumidor, y es, por tanto, una herramienta fundamental al
servicio de la calidad alimentaria. Muchos de los compuestos y elementos que forman
parte de un alimento son, en consecuencia, susceptibles de ser sometidos a un
proceso de trazabilidad mediante diversas técnicas analiticas y pueden ser utilizados
como marcadores de trazabilidad. El concepto de trazabilidad es, desde 2005, una

necesidad ya que las empresas tienen que identificar y rastrear todos sus productos a
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través de la cadena alimentaria con una legislacion y control que se aplica
estrictamente. La metodologia analitica, sin embargo, va retrasada respecto a la
trazabilidad administrativa y es necesario desarrollar sistemas que garanticen que los
marcadores de los diversos estadios en el vida de un alimento puedan ser rastreados
de forma sencilla y eficaz. El objetivo fundamental es, obviamente, la proteccién al

consumidor en materia de seguridad alimentaria.

Las reiteradas peticiones de los consumidores respecto a la identificacién
geografica de los alimentos ha dado fruto en una normativa de la Comunidad Europea
(U.E, 2006) que regula el etiquetado de productos alimentarios, el aceite de oliva entre
ellos, basados en indicaciones geograficas como la Designacion de Origen Protegida
(DOP). Esta normativa esta ciertamente relacionada con la trazabilidad geografica ya
que asegura las expectaciones de los consumidores y genera una mejor proteccion del
aceite de oliva virgen de diversas zonas oleicolas con particularidades organolépticas
frente a falsificaciones o etiquetados confusos. Los aceites de oliva dentro del régimen
de una DOP alcanzan un alto precio en el mercado y estan, por tanto, expuestos a
fraudes (Cosio y col., 2006). Esta regulacién no sugiere, sin embargo, procedimientos
analiticos que permitan verificar la informacién descrita en la etiqueta. En
consecuencia, la declaracién geografica del aceite de oliva virgen no es controlada con
parametros fisico-quimicos y, en la mayoria de los casos el control es exclusivamente

administrativo.

La importancia que tiene el aceite de oliva desde un punto de vista econédmico y
de cara al consumidor — el aceite de oliva constituye la fuente de ingresos basica de
aproximadamente 2,7 millones de familias, de las cuales unos 2 millones viven en el sur
de Europa - explica que la investigacion en temas relacionados con la caracterizacion y
autentificacion geografica haya sido un tema recurrente en grupos de investigacion de
los principales paises productores desde los afos 80 (Forina y Tiscornia, 1982; Tsimidou
y Macrae, 1987; Aparicio, 1988; Aparicio y col., 1994; Aparicio 2000; Vlavoh y col., 2001,
Salvador y col., 2001; Zunin y col., 2005; Lépez Feria y col., 2008; Tena y col., 2007;

Oueslatiy col., 2009; Ocakoglu y col., 2009).
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El creciente nimero de solicitudes de DOPs (Rui Alves y col., 2005; Garcia-
Gonzdlez y col., 2006; Olivier y col., 2006) - por un lado - y el previsto incremento
exponencial de la produccion mundial debido a los cultivos superintensivos - por otro -
han disparado el interés por la proteccion de las zonas oleicolas con especiales
peculiaridades de excelencia. Los controles burocraticos para conceder DOPs se han
endurecido, hasta el punto que recientemente se ha rechazado dos solicitudes
espafolas (aun en fase de alegaciones), y los aceites provenientes de cultivos
superintensivos (‘“aceites industriales”) amenazan con expulsar del mercado a los
““aceites tradicionales” y a las zonas oleicolas de pequefia produccién que,
generalmente, poseen una limitada capacidad de competencia en precio (Aparicio,
2007). La respuesta a esta pinza formada por la avalancha de una produccién de bajo
precio y homogéneo perfil organoléptico, y la necesidad de buscar un nicho comercial
para aceites tipicos de zonas oleicolas tradicionales sélo se puede encontrar en la
busqueda de la excelencia a través del estudio de la zona productora y la composicién

quimica de su aceite.

La composicidon quimica del aceite de oliva es bien conocida desde hace tiempo y
han sido numerosos los estudios enfocados a estudiar los componentes mayoritarios y
minoritarios que lo forman. El soporte necesario para conseguir el rastreo de un

alimento sdlo se consigue basandose en tres puntos fundamentales:
- Conocimiento completo y exhaustivo de todo el proceso.

- Conocimiento de los factores que afectan a su alteracién, almacenamiento y

distribucion.

- Conocimiento de las metodologias analiticas y quimiométricas necesarias para
llevar a cabo la determinacion de aquellos analitos que puedan servir como

marcadores.

Todo ello abordado desde un punto de vista pluridisciplinar con participacién de

diferentes técnicas analiticas, informacidn de diferentes compuestos, y aplicacién de
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procedimientos quimiométricos capaces de extraer la informacién adecuada y de
combinarla de forma precisa para poder realizar el seguimiento de la trazabilidad

integral del producto final.

Diversas técnicas para analisis de aceite, en combinacién con andlisis estadistico
multivariante (MSA), se han utilizado para asegurar la trazabilidad y la autenticidad de
los aceites de oliva que determinan los pardmetros fisico — quimicos tales como acidos
grasos (Alonso Garcia y Aparicio Lopez , 1993 ; Bucci, Magri , Magri , Marini, y Marini,
2002 ; Forina y Tiscornia, 1982 ; Stefanoudaki, Kotsifaki, y Koutsaftakis , 1999; Tsimidou,
Macrae , y Wilson, 1987, esteroles ( Leardi Y Paganuzzi, 1987 ), composicion fendlica
(Petrakis PV y col, 2008; Lerma-Garcia MJ y col, 2009; Ocakoglu D, Tokatli F, Ozen B,
Korel F, 2009; Ouni Y y col, 2011; Allalout y col., 2009; Andejelkovic y col., 2008;
Ocakoglu y col., 2009; Ana F. Vinha y col, 2005; Derya Alkan, Figen Tokatli, Banu Ozen,
2012) , compuestos voldtiles (Eirini Pouliarekoua y col, 2011; C. Pizarro y col, 2011;
Nooshin Araghipour y col, 2008; Concepcidn Cerrato Oliveros el al, 2011; Debora Tura y
col, 2013; Z. Haddia 2008; Ouni Youssef y col, 2011; Paola Zunin el al 2005), técnicas de
Resonancia Magnetica Nuclear (F. Longobardi y col, 2012; Marco D’Imperio y col, 2007;

Serge Rezziy col, 2005).

Los aceites crudos fabricados sin refinar, tales como los aceites de oliva virgen
extra, podrian contener cantidades relativamente altas de metales traza. De hecho,
uno de los criterios de calidad mas importantes de aceite de oliva virgen extra es su
contenido de metal. Es importante supervisar y controlar la presencia de estos
elementos para preservar el alto valor nutricional y la alta calidad organoléptica de
este producto. La presencia de elementos traza en los aceites vegetales comestibles
puede ser debido a la composicion del suelo y la contaminacidon del medio ambiente y
la contaminacién durante los procesos de extraccion y de conservacién (Benincasa,

Lewis, Perri, Sindona, y Tagarelli, 2007; Matos & Campos, 2006).

La concentracidon de estos elementos es un criterio importante para la evaluacion

de su calidad en lo que se refiere a la frescura, manteniento de sus propiedadesy
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almacenamiento (Matos & Campos, 2006). Las trazas de metales, entre otros factores
como la presencia de oxigeno, la exposicion a la luz y el tiempo de almacenamiento,
deben estar bajo control para reducir la oxidacion del aceite. El proceso de oxidacion
cambia tanto los componentes mayoritarios como los minoritarios del aceite de oliva
virgen. Muchos informes han descrito los efectos deletéreos que ciertos elementos
traza tales como Fe, Cu, Mn y Ni, tienen en el sabor y la estabilidad oxidativa de los
aceites, con un efecto catalitico sobre el mecanismo de autooxidacion (Choe y Min,

2006; Matos & Campos, 2006; Paz y Molero, 2000).

Se puede suponer que la distribucidn de elementos traza en los aceites de oliva
virgenes varia en funcién de su origen geografico y, a continuacidn, se puede suponer
que un tratamiento estadistico adecuado de los datos de elementos traza podria
permitir una caracterizacion geogrdfica de los diferentes aceites de oliva virgenes
(Benincasa y col., 2007; Zeiner, Juranovic-Cindric, y Skevin, 2010). El Anadlisis de
elementos traza también juega un papel importante como base para la deteccién de la
adulteracion de aceite y control de calidad del aceite (Marfil y col, 2008;. Llorent-
Martinez, Ortega-Barrales, Fernandezde Cdérdova, Dominguez-Vidal, y Ruiz-Medina,

2011).

Los métodos de espectrometria atdmica de llama y espectrometria de absorcidon
atémica en horno de grafito (F-AAS y GF-AAS), asi como acoplado inductivamente de
emision Optica de plasma y espectrometria de masas (ICP-OES e ICP-MS), se pueden
utilizar para las determinaciones de metales en muestras de aceites (leggli, Bohrer, Do
Nascimento, y de Carvalho, 2011; Mendil, Ulu6zli, Tizen, y Soylak, 2009; Zhu,

Ventilador, Wang, Qu, y Yao, 2011; Anthemidis, Arvanitidis, y Stratis, 2005).

Sin embargo, la determinacion de elementos traza en aceites comestibles es
dificil debido a su baja concentracion en la muestra, requiriendo métodos
instrumentales sensibles. Ademas, su alta viscosidad hace que sea dificil introducir la
muestra en el instrumento, y el alto contenido organico de la matriz de aceite aumenta

la posibilidad de interferencias durante el andlisis. Por ejemplo el método de
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determinacion directa por diluciéon con un disolvente organico apropiado, seguido por
aspiracion directa en una absorcidon atdmica de llama o una unidad de excitacion
espectrometria ICP a veces no es lo suficientemente sensible. En la mayoria de los
casos, el método de anadlisis muestra los cambios en la potencia de excitacién por
medios orgdnicos en comparacidon con disoluciones acuosas (Tserovsky, y Arpadjan,
1991). Ademds, la calibracién es mas dificil en medios organicos (Boumans, 1987). Para
superar estas dificultades, se usan diferentes procedimientos de preparaciéon de
muestras: digestion hiumeda o seca, digestidon por microondas, y se requieren algunos
métodos de extraccidn y dilucidn, a fin de eliminar el contenido organico de la muestra
antes de su analisis (Juranovic y col, 2003; Mendil. y col., 2009; Sahan, Basoglu, y

Gucer, 2007; Ansari y col, 2009).

La composicion de esteroles del aceite de oliva puede considerarse similar a una
huella dactilar, por lo que es una herramienta muy util para detectar la adulteraciéon o

para determinar la autenticidad.

Entre los componentes menosres de los aceite de oliva virgen extra, los
fitoesteroles (esteroles vegetales) constituyen la mayor proporcién de la fracciéon no
saponificable (Lagarda, Garca Llatas, y Farre, 2006). Estos compuestos son
componentes bioactivos que ocurren en todas las grasas y aceites vegetales, que
pertenecen a la "triterpeno" familia de compuestos naturales. Los esteroles son
productos de la ruta de biosintesis de isoprenoides, siendo los desmetilesteroles
predominantes en aceites vegetales (Martinez-Vidal, Garrido-Frenich, Escobar- Garcia,

y Romero-Gonzélez, 2007).

Su cuantia total depende de las especies de plantas (Segura-Carretero y col.,
2008) y puede variar segun las condiciones agrondmicas y climdticas, los
procedimientos de extraccidn y refinacidon, condiciones de almacenamiento, tipo de
aceite de oliva (virgen extra, virgen, refinado, etc.) y diferente variedad genética de las
aceitunas utilizadas para producir el aceite (Lerma-Garcia, Concha-Herrera, Herrero-

Martinez, y Simé-Alfonso, 2009). En aceites de oliva virgen extra, B-sitosterol es el
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principal esterol; otros esteroles menores incluyen As-avenasterol, campesterol y
estigmasterol. El eritrodiol dialcoholes triterpénicos y uvaol también estan presentes
en EVOOs (Blanch, Villén, y Herraiz, 1998; Alarcén de la Lastra, Barranco, Motilva, y

Herrerias, 2001).
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El objetivo de este trabajo es implementar el concepto de trazabilidad integral

en una region productora de aceite de oliva, a través del estudio de la trazabilidad

geografica y sensorial de los aceites de oliva virgen extra producidos en esta provincia.

Para llevar a cabo este trabajo, se establecieron los siguientes objetivos

especificos:

Caracterizar la composicion elemental de todas las muestras de suelos,

alperujos y aceites por ICP-MS e ICP-OES recogidas en la zona de trabajo.

Establecer la correlacidn entre la composicidn elemental de los aceites, orujos y

suelos con su origen geografico.

Caracterizar el contenido en acidos grasos, esteroles, eritrodiol y uvaol de todas
las muestras de aceite de la zona de estudio elegidas para este fin, por

cromatografia de gases.

Correlacionar los contenidos dedcidos grasos, esteroles, eritrodiol y uvaol de los

aceites estudiados con su origen geografico.

Caracterizar el contenido de los compuestos volatiles y fendlicos de los
distintos aceites mediante cromatografia de gases y cromatografia de liquida

de alta resolucién.

Relacionar el contenido de los compuestos volatiles y fendlicos con el origen

geografico de cada muestra.






CAPITULO 3.
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3.1.- Muestras

El Plan de Muestreo consistid en la localizacidn, caracterizacion y distribucidn de
muestras, lo que concluyé con la toma de muestras de suelos, aceites y alperujos de
cuatro zonas de la provincia de Huelva: Beas, Gibraledn, Niebla y Sanlicar del

Guadiana, como se muestra en la Figura 3.1.

ZONA DE MUESTREO

Sanlicar de Guadiana

®
Beas
T

4 f’J !‘
N

2" Andalucia
\ \[/__/\/\/ Niebla

Gibraledn

Figura 3.1. Zona de muestreo.

Se tomaron un total de 216 muestras, 91 de aceites de las tres variedades
predominantes en la zona (Verdial, Picual y Arbequina), 91 muestra de sus alperujos
respectivos y 34 de suelos de las distintas parcelas seleccionadas en las zonas de
trabajo. La procedencia, variedad asi como el cédigo de identificacién de las muestras
se recogen en las Tablas 3.1, 3.2 y 3.3. La Figura 3.2.muestra un resumen del muestreo

realizado en cada zona.

Una vez recogidas las muestras y almacenadas convenientemente a la espera de
su analisis, se procedid a la puesta a punto de distintos procedimientos para el
tratamiento de las mismas, atendiendo al tipo de andlisis al que serian sometidas en su

momento.
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MUESTREOACEITES Y ORUJOS
Total muestras

i 8A+80+4S 20
Sanltcarde Guadiana . Picual —
Arbequina == 11A+110+45S 26
Picual — 6A+60+4S 16
Niebla ! . 16
Arbequina === 21 A+210+4S
Picual == J10A+100+4S 24
Beas " Arbequina === 10A+100+4S 24
Verdial == 10A+100+4S 24
Picual m— 5A+50+2S 12
Gibraledn " Arbequina == 5A+50+2S 12
Verdial = S5A+50+2S 12

A: Aceites; O: Orujos; S: Suelos

TOTAL MUESTRAS = 216 (91 Aceites + 91 Orujos + 34 suelos)

Figura 3.2. Distribucién del muestreo general.
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Tabla 3.1.- Caracteristicas de la muestras de aceites.

N2 de muestra Procedencla Variedad Cadigo interno
1 Niebla Arbequina A-1
2 Niebla Arbequina A-2
3 Niebla Arbequina A-3
4 Niebla Arbequina A-4
5 Niebla Arbequina A-5
6 Niebla Arbequina A-6
7 Niebla Arbequina A-7
8 Niebla Arbequina A-8
9 Niebla Arbequina A-9
10 Niebla Arbequina A-10
11 Sanllcar de Guadiana Arbequina A-11
12 Sanllcar de Guadiana Arbequina A-12
13 Sanllcar de Guadiana Arbequina A-13
14 Sanllcar de Guadiana Arbequina A-14
15 Sanlucar de Guadiana Arbequina A-15
16 Sanllcar de Guadiana Arbequina A-16
17 Beas Arbequina A-17
18 Beas Arbequina A-18
19 Beas Arbequina A-19
20 Beas Arbequina A-20
21 Beas Arbequina A-21
22 Beas Arbequina A-22
23 Beas Arbequina A-23
24 Beas Arbequina A-24
25 Beas Arbequina A-25
26 Beas Arbequina A-26
27 Beas Picual A-27
28 Beas Picual A-28
29 Beas Picual A-29
30 Beas Picual A-30
31 Beas Picual A-31
32 Beas Picual A-32
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Tabla 3.1.- (Continuacidn) Caracteristicas de la muestras de aceites.

N° de muestra Procedencla Variedad Caodigo interno
33 Beas Picual A-33
34 Beas Picual A-34
35 Beas Picual A-35
36 Beas Picual A-36
37 Niebla Arbequina A-37
38 Niebla Arbequina A-38
39 Sanlucar de Guadiana Arbequina A-39
40 Sanlucar de Guadiana Arbequina A-40
41 Sanllcar de Guadiana Arbequina A-41
42 Sanllcar de Guadiana Arbequina A-42
43 Sanllcar de Guadiana Arbequina A-43
44 Niebla Arbequina A-44
45 Niebla Arbequina A-45
46 Niebla Arbequina A-46
47 Niebla Arbequina A-47
48 Niebla Arbequina A-48
49 Niebla Arbequina A-49
50 Niebla Arbequina A-50
51 Niebla Arbequina A-51
52 Niebla Arbequina A-52
53 Sanlicar de Guadiana Picual A-53
54 Sanlicar de Guadiana Picual A-54
55 Sanlicar de Guadiana Picual A-55
56 Sanlucar de Guadiana Picual A-56
57 Sanlucar de Guadiana Picual A-57
58 Sanlicar de Guadiana Picual A-58
59 Sanlicar de Guadiana Picual A-59
60 Sanlicar de Guadiana Picual A-60
61 Niebla Picual A-61
62 Niebla Picual A-62
63 Niebla Picual A-63
64 Niebla Picual A-64
65 Niebla Picual A-65
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Tabla 3.1.- (Continuacidn) Caracteristicas de la muestras de aceites.

N¢ de muestra  Procedencla Variedad Caodigo interno
66 Niebla Picual A-66
67 Gibrale6n Verdial A-67
68 Gibrale6n Verdial A-68
69 Gibrale6n Verdial A-69
70 Gibrale6n Verdial A-70
71 Gibrale6n Verdial A-71
72 Gibrale6n Arbequina A-72
73 Gibrale6n Arbequina A-73
74 Gibrale6n Arbequina A-74
75 Gibrale6n Arbequina A-75
76 Gibrale6n Arbequina A-76
77 Gibrale6n Picual A-77
78 Gibrale6n Picual A-78
79 Gibrale6n Picual A-79
80 Gibrale6n Picual A-80
81 Gibrale6n Picual A-81
82 Beas Verdial A-88
83 Beas Verdial A-89
84 Beas Verdial A-90
85 Beas Verdial A-91
86 Beas Verdial A-92
87 Beas Verdial A-93
88 Beas Verdial A-94
89 Beas Verdial A-95
90 Beas Verdial A-96
91 Beas Verdial A-97
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Tabla 3.2.- Caracteristicas de la muestras de orujos.

Ne de Cadigo
Muestras Procedencla Variedad interno

1 Niebla Arbequina O-1

2 Niebla Arbequina 0-2

3 Niebla Arbequina 0-3

4 Niebla Arbequina 04
5 Niebla Arbequina 0-5

6 Niebla Arbequina 0-6

7 Niebla Arbequina O-7
8 Niebla Arbequina 0-8

9 Niebla Arbequina 0-9

10 Niebla Arbequina 0-10
11 Sanllcar de Guadiana  Arbequina O-11
12 Sanllcar de Guadiana  Arbequina 0-12
13 Sanllcar de Guadiana  Arbequina O-13
14 Sanllcar de Guadiana  Arbequina O-14
15 Sanlucar de Guadiana  Arbequina 0-15
16 Sanlucar de Guadiana  Arbequina 0-16
17 Beas Arbequina 0-17
18 Beas Arbequina 0-18
19 Beas Arbequina 0-19
20 Beas Arbequina 0-20
21 Beas Arbequina 0-21
22 Beas Arbequina 0-22
23 Beas Arbequina 0-23
24 Beas Arbequina 0-24
25 Beas Arbequina 0-25
26 Beas Arbequina 0-26
27 Beas Picual 0-27
28 Beas Picual 0-28
29 Beas Picual 0-29
30 Beas Picual 0-30
31 Beas Picual 0-31
32 Beas Picual 0-32

_50_



“Estudio de la Trazabilidad Integral de los aceites de oliva virgen extra de la provincia de Huelva”

Tabla 3.2.- (Continuacién) Caracteristicas de la muestras de orujos.

N2 de Cadigo
Muestras Procedencla Variedad interno
33 Beas Picual 0-33
34 Beas Picual 0-34
35 Beas Picual 0-35
36 Beas Picual 0-36
37 Niebla Arbequina 0-37
38 Niebla Arbequina 0-38
39 Sanlicar de Guadiana Arbequina 0-39
40 Sanlicar de Guadiana Arbequina 0-40
41 Sanlicar de Guadiana Arbequina 0-41
42 Sanlicar de Guadiana Arbequina 0-42
43 Sanlicar de Guadiana Arbequina 0-43
44 Niebla Arbequina 0-44
45 Niebla Arbequina 0-45
46 Niebla Arbequina 0-46
47 Niebla Arbequina 0-47
48 Niebla Arbequina 0-48
49 Niebla Arbequina 0-49
50 Niebla Arbequina 0-50
51 Niebla Arbequina O-51
52 Niebla Arbequina 0-52
53 Sanlucar de Guadiana Picual 0O-53
54 Sanldcar de Guadiana Picual 0O-54
55 Sanlucar de Guadiana Picual 0-55
56 Sanlucar de Guadiana Picual 0O-56
57 Sanlucar de Guadiana Picual 0-57
58 Sanlucar de Guadiana Picual 0O-58
59 Sanlicar de Guadiana Picual 0-59
60 Sanlucar de Guadiana Picual 0-60
61 Niebla Picual 0-61
62 Niebla Picual 0-62
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Tabla 3.2.- (Continuacién) Caracteristicas de la muestras de orujos.

Ne de Cadigo
Muestras Procedencla Variedad interno
63 Niebla Picual 0-63
64 Niebla Picual 0-64
65 Niebla Picual 0-65
66 Niebla Picual 0-66
67 Gibraledn Verdial 0-67
68 Gibraledn Verdial 0-68
69 Gibraledn Verdial 0-69
70 Gibraledn Verdial 0O-70
71 Gibraleén Verdial O-71
72 Gibraleén Arbequina 0-72
73 Gibraleén Arbequina 0O-73
74 Gibraleén Arbequina 0O-74
75 Gibraleén Arbequina 0-75
76 Gibraleén Arbequina O-76
77 Gibraleén Picual O-77
78 Gibraledn Picual O-78
79 Gibraledn Picual 0O-79
80 Gibraledn Picual 0-80
81 Gibraledn Picual 0-81
82 Beas Verdial 0-82
83 Beas Verdial 0-83
84 Beas Verdial 0-84
85 Beas Verdial 0-85
86 Beas Verdial 0-86
87 Beas Verdial 0-87
88 Beas Verdial 0-88
89 Beas Verdial 0-89
90 Beas Verdial 0-90
91 Beas Verdial 0-91
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Tabla 3.3.-Caracteristicas de la muestras de suelos.

N¢ de Muestra Procedencia Variedad Muestreo a Cédigo de Muestreo
1 Sanlucar de Guadiana Arbequina 30 cm T1
2 Sanlucar de Guadiana Arbequina 60 cm T2
3 Sanldcar de Guadiana Arbequina 30 cm T3
4 Sanlucar de Guadiana Arbequina 60 cm T4
5 Sanlucar de Guadiana Picual 30 cm T5
6 Sanlicar de Guadiana Picual 60 cm T6
7 Sanlicar de Guadiana Picual 30 cm T7
8 Sanlucar de Guadiana Picual 60 cm T8
9 Niebla Arbequina 30 cm T9
10 Niebla Arbequina 60 cm T10
11 Niebla Arbequina 30 cm T11
12 Niebla Arbequina 60cm T12
13 Niebla Picual 30 cm T13
14 Niebla Picual 60 cm T14
15 Niebla Picual 30 cm T15
16 Niebla Picual 60 cm T16

17 Beas Arbequina 30 cm T17
18 Beas Arbequina 60 cm T18
19 Beas Arbequina 30 cm T19
20 Beas Arbequina 60 cm T20
21 Beas Picual 30 cm T21
22 Beas Picual 60 cm T22
23 Beas Picual 30 cm T23
24 Beas Picual 60 cm T24
25 Beas Verdial 30 cm T25
26 Beas Verdial 60 cm T26
27 Beas Verdial 30 cm T27
28 Beas Verdial 60 cm T28
29 Gibraledn Arbequina y verdial 30 cm T29
30 Gibraledn Arbequina y verdial 60 cm T30
31 Gibraleon Picual 30 cm T31
32 Gibraleédn Picual 60 cm T32
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3.2.- Reactivos, disolucionesy materiales

3.2.1.- Determinacién de la composicion elemental de los suelos, alperujos y

aceites

-

H,O,traceSelect (for trace analysis) FLUKA ref. 16911.
HCl 30% Suprapur (Merck).

HNO; 65% Suprapur (Merck).

H;BO;Suprapur (Merck).

HF 40% Suprapur (Merck).

Reactor de PTFE/PFA, 60 mL (Savillex, EdenPrairie, MN).

3.2.2.- Determinacion del perfil en acidos grasos

% Tubos con tapdn de rosca.

N

-

Filtros PVDF de 25 mm de didametro y 0,45 pm de poro.
Nitrégeno, hidrégeno y aire. Air Liquid. AlphaGaz.
Metanol (Merck).

Hexano (Panreac).

Hidréxido potasico: KOH >85% (Sigma Aldrich).
Disolucién metandlica de hidréxido potasico 2 N.

El patrén de referencia es una mezcla de ésteres metilicos de una grasa

de composicién conocida (Panreac).

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad cromatografica.

3.2.3.- Determinacion de esteroles

-

Balanza analitica Gram Precision modelo ST-100.
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% Rotavapor Biichi R-200.

% Matraz de 250 mL provisto con refrigerante de reflujo con juntas
esmeriladas.

% Embudos de decantacion de 500 mL.

% Matraces 250 mL.

% Matraz conico para vacio de 50 mL.

% Cubeta de desarrollo ranurada con tapa (Panreac).

% Baterfa de placas calefactoras (P-Selecta®).

% Placa 25 TLC Platex 20 x 20 cm, silicagel 60 (Merck).

% Pulverizador eléctrico para revelar las placas.

% Estufa de desecacidn con regulacién automdtica de temperatura (P-
Selecta®).

% Lampara ultravioleta con una longitud de onda de 366 o 254 nm.
(Panreac).

% Microjeringa de 10 uL para cromatografia de gases (Hamilton).

% Nitrégeno, hidrégeno y aire (Air Liquid. AlphaGaz).

% 5a-colestan-3R-ol (SigmaAldrich) .

% Patrdn interno: Se prepard una disolucién de 2000 ppm de 5a-colestan-

3i3-ol (sigma), pesando, 2 g del mismo y llevdndolo a hasta 200 mL con cloroformo.

-

Acetona para cromatografia (Panreac).
Cloroformo (Panreac).
Etanol 96% (v/v) (Panreac).

Eter etilico (Panreac).
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% Eterisopropilico (Panreac).

% Colesterol.

% Eritrodiol.

% n-Hexano (Panreac).

% Rodamina 6G (Sigma-Aldrich) al 0.001% en alcohol etilico del 90%.
% Reactivo silanizante: silan-sterol-1-CG (Panreac).

% Disolucion etandlica de hidréxido potasico 2 N: se disuelven a la vez que
se enfrian 130 gramos de hidréxido potdsico en 20 mL de agua destilada y 800 mL

de metanol.
3.2.4.- Determinacion de fenoles

% Balanza analitica de Gram Precision modelo ST-100.
% Filtros nylon de 13 mm de diametro y 0,45 um de poro.
% Vortex (HeidolphReax top, modelo AC-230).
% Metanol (Panreac).
% Acido acético glacial (Panreac).
+ Acido gilico (riqueza~ 99%). (Riedel de Haen).

% Hidroxitirosol (riqueza~98%). Departamento de Quimica Organica y

Farmacedtica de la Universidad de Sevilla.
% Tirosol (riqueza = 97%). (Fluka).
% Acido vainillico (riqueza=97%). (Fluka).
* Acido cafeico (riqueza ~ 97%). (Fluka).

% Vainillina (riqueza = 98%). (Fluka).
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N

-

-

Acido p-cumdrico (riqueza > 98%). (Fluka).
Acido o-cumarico (riqueza > 97%). (Fluka).
Oleuropeina. (Extrasyntese).

Acido sindpico (riqueza 299%). (Fluka).
Rutina (riqueza 2 95%). (Sigma-Aldrich).
Luteolina (riqueza=99%). (Extransyntese).

Apigenina (riqueza = 99%). (Extransyntese).

3.2.5.- Determinacién de compuestos volatiles

N

Octano (Dr. Ehrenstrofer).
Acetato de metilo (Fluka).
E-2-octeno (Sigma Aldrich).
Butanal (Sigma Aldrich).

Acetato de etilo (Dr. Ehrenstrofer).
2-butanona (Dr. Ehrenstrofer).
3-metilbutanal (Dr. Ehrenstrofer).
Etanol (Merck).

3-pentanona (Fluka).

Pentanal (Sigma Aldrich).
4-metil-2-pentanona (Dr. Ehrenstrofer).
1-penten-3-ona (Fluka).

2-butanol (Fluka).

Tolueno (Sigma Aldrich).
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14

% Hexanal (Fluka).

% 2-metil-1-propanol (Dr. Ehrenstrofer).
% E-2-pentenal (Sigma Aldrich).

% 1-butanol (Sigma Aldrich).

% 1-pentel-3-ol (Alfa Aesar).

% Heptanal (Sigma Aldrich).

% Limoneno (Fluka).

% 2-metil-1-butanol (Sigma Aldrich).

% E-2-hexenal (TCl Europenv).

% 3-octanona (Dr. Ehrenstrofer).

% Acetato de hexilo (Fuka).

% 2-octanona (Dr. Ehrenstrofer).

% Octanal (Sigma Aldrich).

% E-2-heptenal (TCI Europenv).

% 6-metil-5-hepten-2-ona (TCl Europenv).
% t1-hexanol (Dr. Ehrenstrofer).

% Z-3-hexen-1-ol (Alfa Aesar).

% Ac. Acético (Sigma Aldrich).

% Ac. Propidnico (Sigma Aldrich).

% Ac. Butanoico (TCl Europenv).

% Ac. Pentanoico (Fluka).

% Ac. Hexanoico (Fluka).
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% Ac. Heptanoico (Sigma Aldrich).
% Ac. Octanoico (Fluka).

% Ac. Nonanoico (Fluka).
3.3.- Instrumentacion

% Microondas AntonParr Multiwave 3000 SOLV (AntonPaar, Austria,

Europa).
% ICP-OES HoribaJobinYvon Ultima 2 (HORIBA Scientific, Kyoto, Japan).
% ICP-MS Agilent 7700X Model G3281A (Agilent Technologies, Ca, USA).

% Cromatdgrafo de gases Agilent 6890N (Agilent Technologies, Ca, USA),

equipado con un inyector split-splitless y un detector de ionizacién de llama (FID).

% Cromatdgrafo de liquidos Agilent serie 1100 (Agilent Technologies, Ca,
USA), equipado con una columna Ultrabase C18 2.5um, (100 mm X mm de didmetro

interno), un inyector automatico y un detector de diodo array (DAD).

% Cromatdgrafo de gases Varian 3900 (Varian, Walnut Creek, CA) equipado
con una columna DB (J&W Scientific, Folsom, CA; 60 m x 0.25 mm de didmetro x

0.25 um de espesor), con un detector de ionizacién de llama (FID).

% Cromatdgrafo de gases GC8000 (Carlo Erba, Milano, Italia) acoplado a un

detector de ionizacién de llama (FID).
3.4.- Métodos
Se han determinado los siguientes parametros:

» La composicidn elemental de los suelos, alperujos y aceites

mediante ICP-OES e ICP-MS.

> El perfil fendlico por cromatografia liquida de alta

resolucién, HPLC-DAD y porUHPLC-ESI-MS/MS
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- La composicidn de los acidos grasos, esteroles totales y
dialcoholes triterpénicos: eritrodiol y uvaol, siguiendo la metodologia
descrita en el Reglamento n° 2568/91 de la CEE del 11 de julio de 1991, y

en sus posteriores modificaciones.

- La determinacion de los compuestos voldtiles por

cromatografia de gases.

3.4.1.- Determinacidon de la composiciéon elemental de los suelos, alperujos y

aceites
Digestion de los suelos

Se pesd 0.1 g de cada muestra en reactores de teflén y se le afiadieron 8 mL de
HF y 3 mL de HNO;, se cerraron los reactores y se calentaron a 90°C en una placa
calefactora durante 24 h. A continuacidn, se evaporaron los acidos calentando a 130°C
a presidon atmosférica, se le afiadieron nuevamente3 mL de HNOsy se volvieron a
colocarlos reactores cerrados en la placa a 90°C durante 12 h. Una vez transcurrido este
tiempo, se evapord el acido y se afiadieron3 mL de HCl, se cerraron las bombas y se
volvieron a poner en la placa a 90°C, dejandolas durante 12 h. Por ultimo, una vez
evaporado el acido, se recuperd el digerido al 2% HNO; con agua ultrapura en matraces

de 100 mL, afiadiéndole previamente 5 pg/L de Rh como patrén interno.
Preparacion y digestion de los alperujos

Las muestras de alperujo se congelaron y se liofilizaron en un equipo liofilizador
Cryodos 80 (Telstar, Tarrasa, Espafa) a -80 °C. Posteriormente se realizaron dos

digestiones sucesivas mediante microondas, para disolver los alperujos liofilizados.

Para la primera digestion se pesaron 0.20g de alperujo liofilizado y se le
afiadieron 5 mL de acido nitrico al 65%, 1 mL de perdxido de hidrégeno al 30%, 1 mL de
acido fluorhidrico al 40% y 1 mL de acido clorhidrico al 30%. Se realizd una rampa de
temperatura durante 12 minutos hasta alcanzar 210°C y 40 bares de presidn,

manteniendo estas condiciones durante 20 min.
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En la segunda digestion, al residuo de la digestion anterior, se le afiadieron6 mL
de acido bdrico y en este caso se realizé una rampa de temperatura de 5 minutos hasta
llegar a 210°C y 40 bares de presion, manteniéndose estas condiciones durante 15
minutos con un nivel ventilacién minimo. Finalmente, la muestra se ventilé durante 15

minutos.

Una vez digeridas las muestras se diluyeron en 25 mL con agua ultrapura,

afiadiéndole previamente 5 pg/L de Rh como patrdn interno.
Preparacion y digestion de los aceites

Para el andlisis elemental, se realizé una digestion acida asistida por microondas.
La digestidn se llevd a cabo con 0,5 g de la muestra, afiadiéndole 5 mL de acido nitrico
al 65% v/v, 3 mL de perdxido de hidrégeno al 30% v/v, y 1 mL de acido clorhidrico. Los
parametros de operacién del microondas AntonPaar fueron en primer lugar, una
rampa de 15 minutos hasta alcanzar 280 °C y 80 bares de presién que se mantuvo
durante 20 minutos con nivel minimo de ventilacién, y a continuacidn, las muestras

fueron ventiladas durante 15 minutos.

Finalmente, se afiadié 5 pg/L de Rh, como estandar interno, y se diluyeron a 25

mL con agua ultrapura.
Anidlisis elemental de suelos, alperujos y aceites.

Se utilizaron dos técnicas instrumentales para la determinacion de la

composicion elemental.

El andlisis de Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ti se realizé mediante espectroscopia de
emisién atémica con plasma de acoplamiento Inductivo (ICP-OES HoribaJobinYvon

Ultima 2).

Las condiciones de funcionamiento del equipo se detallan en la Tabla 3.4.

-61-



“Estudio de la Trazabilidad Integral de los aceites de oliva virgen extra de la provincia de Huelva”

Tabla 3.4. Condiciones de funcionamiento para el espectrémetro ICP —OES

Condiciones del Plasma

Potencia de RF 1.0 kW
Flujo de Ar (Plasma) 12 L/min
Flujo de Ar (Auxiliar) 0.0 L/min
Flujo del gas coetina 0.2 L/min
Flujo del gas de nebulizacién 0.76 L/min
Flujo de entrada de muestra 1mL/min

Presién del gas de nebulizacién 3.0 bar
Tiempo de estabilizacion 10s

Calibraciénmultinivel Linear 1-50 mg/L

Mediante espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS) se determinaron los elementos Sb, As, Ba, Be, Bi, Cs, Zn, Co, Cu, Cr, Sc, Sn, Sr, Ga,
Ge, Hf, Li, Mo, Nb, Ni, Pb, Rb, Se, Tl, Ta, Th, U, V, W, Y, y Zr, empledndose un equipo de
Agilent TechnologiesG3281A, series 7700 X, con las condiciones de funcionamientos

recogidas en la tabla 3.5.

Tabla3.5. Condiciones de funcionamiento para el espectrémetro ICP -MS

Condiciones del Plasma

Potencia de RF 1.5 kW
Flujo de Ar (Plasma) 15 L/min
Flujo de Ar (Auxiliar) 0.9 L/min
Flujo de Ar (Portador)) 1.1 L/min
Profundidad de la muestra 9.0 mm
Temperatura de la Interfase 2°C

Flujo de de la muestra 400 uL/min
Instrumento

Cono de muestreo Niquel
ConoSkimmer Niquel
Calibraciénmultinivel Linear 1-200 pg/L
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Validacion del Método

La validacidn constituye el proceso a partir del cual se pone de manifiesto que un
método analitico posee unas caracteristicas de funcionamiento adecuadas a una

aplicacidon determinada.

La validacion del método analitico incluye la estimacidon de parametros tales

como la precisidn, linealidad, limite de deteccidén y limite de cuantificacion.

La precisién del método, expresada como repetitividad (en el mismo dia) y
reproducibilidad (entre dias) en términos de desviacion estandar relativa (%RSD) se
evalud para cada elemento en la disolucién estandar a concentraciones de 10 pg/L para

el ICP-MS y de 10 mg|/L para el ICP-OES.

Como se muestra en la Tabla 3.6, los valores de %ZRSD para la repetitividad y la

reproducibilidad fueron menores al 0.6%para el ICP-MS.

Los valores de repetitividad para el ICP-OES estuvieron comprendidos
fundamentalmente en el intervalo del 0.7 al 6.5%, mientras que para la reproducibilidad

el intervalo estuvo entre el 1.5 y 5.7%, como se recoge en la Tabla 3.7.

La linealidad de los métodos se estudid mediante la medida de disoluciones
estandar a nueve niveles de concentracién. El intervalo lineal (pg/L), el coeficiente de
correlacién (r?), las ecuaciones de las rectas, los valores de repetitividad y
reproducibilidad, y los limites de deteccién (LOD) y cuantificaciéon (LOQ) para cada
elemento se detallan en la Tabla 3.4.Para calcular los LOD y LOQ, se utilizé un método
estadistico (Anderson, 1989; Armbruster et al, 1994) basado en las siguientes

ecuaciones:

LOD=3%xSp/m (eq.1)

LOQ=10xSb/m (eq.2)
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Donde S, es la desviacidn estandar de la recta de calibrado y m es la pendiente de

la misma.

Los limites de deteccidn fueron consistentemente por debajo de 0.6 pg/mL para
la mayor parte de los elementos, que van desde 0.0002 del Manganeso hasta 0.6292
ug/ml del Zinc, mientras que los limites de cuantificacién fueron de 0.0028 del aluminio
al2.0952 pg/m del Zinc.

Tabla 3.6.- Curva de regresion lineal, coeficiente de correlacion, repetitividad, reproducibilidad, limite de

deteccidn y limite de cuantificacién de los elementos determinados por ICP-MS

%RSD, 10 pg/L LoD LoQ
Elementos Recta de calibrado & R® r’ (ng/L) (pg/L)
Arsénico (As) y=4,02E-03x+5,84E-04 0,24 0,37 1,0000 0,0475 0,1581
Bario (Ba) y=7,87E-03x+8,20E-04 0,36 0,54 0,9999 0,123 0,3739
Cesio (Cs) y=5,82E-02x+4,48E-04 0,32 0,21 0,9998 0,0217 0,0721
Cobalto (Co) y=5,57E-02x+7,85E-04 0,16 0,18 0,9999 0,0175 0,0583
Cobre (Cu) y=2,98E-02x+3,87E-03 0,25 0,21 0,9998 0,0709 0,2362
Cromo (Cr) y=4,84E-03x+4,68E-04 0,31 0,28 1,0000 0,0487 0,1622
Escandio (Sc) y=2,93E-02x+ 2,57E-03 0,29 0,27 0,9999 0,0131 0,0436
Estafio (Sn) y=2,09E-02x+3,34E-04 0,3 0,2 1,0000 0,0239 0,0990
Galio (Ga) y=2,11E-02x+3,75E-04 0,28 0,23 0,9997 0,0233 0,0777
Hafnio (Hf) y=3,68E-02x+2,05E-04 0,4 0,33 1,0000 0,0187 0,0621
Litio (Li) y=2,60E-04x+5,13E-06 0,41 0,4 1,0000 0,0171 0,0569
Molibdeno (Mo)  y=1,41E-02x+3,24E-03 0,41 0,39 0,9997 0,1450 0,4828
Niobio (Nb) y=6,81E-02x-6,88E-05 0,23 0,22 1,0000 0,0198 0,0658
Niquel (Ni) y=1,26E-02x+5,94E-02 0,18 0,34 0,9997 0,4078 1,3581
Plomo (Pb) y=4,95E-02x+1,07E-02 0,29 0,33 0,9999 0,0358 0,1192
Rubidio (Rb) y=3,46E-02x+4,94E-04 0,25 0,22 0,9999 0,0187 0,0624
Selenio (Se) y=5,63E-04x+2,82E-04 0,34 0,36 0,9999 0,1797 0,5985
Tantalo (Ta) y=1,39E-01x+6,95E-04 0,37 0,45 0,9997 0,0121 0,0402
Torio (Th) y=8,61E-02x+5,85E-04 0,25 0,24 1,0000 0,0202 0,0671
Uranio (U) y=9,73E-02x+1,03E-03 0,2 0,26 1,0000 0,0224 0,0746
Vanadio (V) y=3,69E-02x+7,63E-04 0,31 0,26 0,9999 0,0327 0,1088
Wolframio (W) y=3,41E-02x+2,83E-03 0,46 0,41 1,0000 0,021 0,0724
Ytrio (Y) y=7,03E-02x+5,49E-04 0,26 0,18 0,9999 0,0240 0,0800
Zinc (Zn) y=6,36E-03x+1,12E-02 0,21 0,4 0,9997 0,6292 2,0952
Zirconio (Zr) y=4,54E-02x+1,59E-03 0,54 0,36 0,9999 0,0387 0,1290
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Tabla 3.7.- Curva de regresion lineal, coeficiente de correlacidn, repetitividad, reproducibilidad, limite de

deteccidén y limite de cuantificacién de los elementos determinados por ICP-OES.

%RSD, 10 pg/L LoD LoQ

Elementos Recta de calibrado & RP r (mg/L) (mg/L)
Aluminio (Al) y =101882,2x + 26049,5 1,91 1,78 0,9999 0,0008 0,0028
Calcio (Ca) y =1926218,2x + 181289,4 6,44 5,47 0,9998 0,0028 0,0092
Hierro (Fe) y = 85005x + 20850,5 0,67 4,1 0,9996 0,0009 0,0030
Potasio (K) y = 8520,6x - 867,2 2,79 5,70 0,9999 0,0048 0,0161

Magnesio (Mg) Y =569346,1X + 56499,6 2,65 3,60 0,9997 0,0017 0,0055
Manganeso (Mn) y = 483689,2x + 79760,5 1,49 4,06 0,9998 0,0002 0,0007
Sodio (Na) y =2260848,7x +178404,8 5,16 4,90 0,9998 0,0088 0,0293
Titanio (Ti) y = 6730568,2x +1074519,4 1,31 1,46 0,9996 0,0037 0,0124

3.4.2.- Determinacién del perfil en acidos grasos

La determinacion analitica de los acidos grasos se realizd mediante
cromatografia de gases, previa transformaciéon de los mismos a ésteres metilicos,
utilizando una columna capilar polar para separar estos ésteres metilicos, en funcidon
de su temperatura de ebullicién y polaridad (Myher y Kuksis, 1995). La determinacién
analitica de los acidos grasos se realizé siguiendo el Anexo X del Reglamento CEE

2568/91.

La esterificacidn se llevé a cabo en un tubo provisto con tapdn de rosca, se pesé
aproximadamente 0.1 g de muestra de aceite, se afnadié 2 mL de hexano y se agitd en
el vdrtex durante 1 minuto. A continuacién se afiadié 0.2 mL de la disolucién
metandlica 2 N de hidréxido potasico, se tapd y se agité durante 30 s. Se dejd reposar
hasta que la disolucién quedd clara, separandose la fase acuosa de la organica. Se
recuperéd 1mL de la fase hexandica en un vial de 1.5 mL, que posteriormente fue
analizada mediante cromatografia de gases. Los esteres metilicos (0.1 mL) fueron
inyectados en un cromatégrafo de gases (Cromatdgrafo de gases Agilent 6890 N)
equipado con un inyector split- splitless y un detector de ionizacién de llama (FID). La
separacion de los componentes se realizé utilizando una columna RTX-2330de 60

metros X, 0.25 mm X 0.2 pym de tamafo de poro. La temperatura del inyector y
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detector se fij6 en 250°C. La temperatura inicial del horno mantenida durante 19
minutos fue de 165 °C. Se aplicd una rampa de temperatura de 5 °C/min durante 25
minutos, hasta alcanzar 200 °C. Para la limpieza de la columna entre muestras, se elevd
la temperatura a 210°C. Se utilizé helio como gas portador a una velocidad de flujo de

45 mL/min.
Validacién del método cromatogrdfico

El material de referencia utilizado para la validacion del método estd compuesto
por aceite de oliva virgen con pequefias cantidades de otros aceites vegetales (Anexo

). Los valores de incertidumbre son fijados para un intervalo de confianza del 95%.
Exactitud

Para la estimacion de la exactitud, como se puede observar en la Tabla 3.8, se
compara la composicién de acidos grasos del material de referencia certificado con los
resultados obtenidos en el laboratorio después de realizar 6 replicados de dicho
material. Cuando se aplica el test t Student a la composicidon de acidos grasos, se
cumple la hipdtesis nula (no hay diferencia estadisticamente significativa entre la

composicién de los acidos grasos), al nivel de significancia del 5%.
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Tabla 3.8. Exactitud del método utilizando un material de referencia.

Mediazdesviacion Media+ desviacion

Acidos grasos tcalculada ttabulada
estandar (, estandar (,
Acido Palmitico 11£ 0.16 10.96% 0.15 0.72 2.45
Acido Palmitoleico 0.8%0.02 0.84+0.07 1.50 2.45
Acido Margarico 0.1+ 0.001 0.08% 0.03 2.17 2.45
Acido Margaroleico 0.12+ 0.003 0.12+ 0.01 0.43 2.45
Acido Estearico 3.2+ 0.04 3.19% 0.04 0.75 2.45
Acido Oleico 772+ 0.19 77-4% 0.19 2.04 2.45
Acido Linoleico 6.1+ 0.03 5.92% 0.10 2.19 2.45
Acido Araquidico 0.4% 0.02 0.49% 0.09 2.29 2.45
Acido Linolénico 0.6% 0.03 0.55+ 0.06 2.08 2.45
Acido Gadoleico 0.3%0.02 0.27% 0.04 2.12 2.45
Acido Behénico 0.1% 0.009 0.12+ 0.03 1.82 2.45
Acido Lignocérico 0.06% 0.005 0.06% 0.01 0.31 2.45

(2y Mediaz desviacién estandar del material de referencia certificado (Panreac).

) Mediazt desviacidn estandar, obtenidos tras aplicar la metodologia propuesta al aplicarlo al material de

referencia.
Precision

Para evaluar la repetitividad y reproducibilidad del método se realizaron seis
determinaciones en un mismo dia y tres determinaciones durante cinco dias
respectivamente, utilizando el material de referencia. Los resultados expresados como
% de desviacion estandar relativa (%RSD) para areas de los picos cromatograficos se
muestran en la Tabla 3.9. Como se puede observar, se obtiene una alta repetitividad
con valores de RSD en las dreas inferiores al 1.74% (dcido miristico), mientras que para
la reproducibilidad se observa una mayor dispersién en las dreas, presentando unos

valores entre el 0.03% del &cido oleico y el 5.55% del acido margarico.
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Tabla 3.9. Precisién del método expresada como %RSD.

Acidos grasos Repetitividad (n=6) Reproducibilidad (n=15)
Acido Palmitico 0.27 0.48
Acido Palmitoleico 0.81 1.03
Acido Margarico 0.70 5.55
Acido Margaroleico 1.25 1.36
Acido Estearico 0.14 0.44
Acido Oleico 0.03 0.06
Acido Linoleico 0.26 0.56
Acido Araquidico 0.93 0.87
Acido Linolénico 0.21 1.58
Acido Gadoleico 0.34 5.02
Acido Behénico 0.52 1.64
Acido Lignocérico 0.88 1.49

Aplicacién del método cromatogrdfico a un material de referencia

Con las condiciones cromatograficas descritas en el apartado 3.4.2., se logra una

buena resolucién de los compuestos estudiados (Tabla 3.7).

En la Figura 3.3 se muestra el cromatograma correspondiente al material de
referencia obtenido con las condiciones cromatograficas elegidas, siendo el orden de
elucion de los esteres metilicos de los dacidos grasos, de menor a mayor peso
molecular. La Tabla 3.10 sefala los tiempos de retencién obtenidos para los distintos

compuestos.
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Figura 3.3. -Cromatograma correspondiente al material de referencia.

Identificacidn de los picos en la Tabla 3.10.

Tabla 3.10.- Caracteristicas cromatogréficas de los acidos grasos separados.

Acidos grasos Pico tg (minutos)
Ac. Miristico 1 11.0
Ac. Palmitico 2 16.2
Ac. Palmitoleico 3 18.5
Ac. Margarico 4 20.1
Ac. Margaroleico 5 22.1
Ac. Estearico 6 23.6
Ac. Oleico 7 25.4
Ac. Linoleico 8 27.6
Ac. Araquidico 9 29.6
Ac. Linolénico 10 30.7
Ac. Gadoleico 1 31.3
Ac. Behénico 12 36.8
Ac. Lignocérico 13 46.9
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3.4.3.- Determinacion de esteroles y eritodiol y uvaol

La determinacidn de los esteroles, del eritrodiol y uvaol se realiza siguiendo los
procedimientos del anexo V del Reglamento CEE/2568/91de la Comision de las

Comunidades Europeas.

La determinacidon de los esteroles se realiza por cromatografia de gases,
utilizando una columna capilar para la separacion de los trimetilsililéter obtenidos a

partir de los esteres por pretratamiento de la muestra.

Los esteroles, el eritrodiol y el uvaol fueron determinados después de la
saponificacién en caliente de 5 g de muestra de aceite con una disolucién de hidréxido
de potasio en etanol. Después de la ebullicidn, se afiadié agua y la fraccidn
insaponificable se extrajo con tres porciones de éter dietilico y las fracciones de éter
dietilico fueron lavadas con agua de 3 a 5 veces hasta que la solucién de lavado fue
neutra. La fase de éter dietilico fue posteriormente secada con sulfato de sodio
anhidro, y el residuo evaporado y redisuelto en 2 mL de cloroformo. La banda
correspondiente a la fraccion esterdlica fue separada del extracto por TLC
(ALUGRAM® SIL G/UV234, 0,20 mm, 20 X 20 cm). La banda correspondiente a los
esteroles se visualizé bajo luz UV, después de ser rociada con una disolucién etandlica
de 2,7-diclorofluoresceina al 0,2%, la banda fue raspada con una espdtula, y los
esteroles fueron extraidos con éter dietilico. El extracto se evaporé hasta sequedad y
los esteroles fueron derivatizados a sus trimetilsililéteres (TMS) con 200 pL de una
mezcla de hexametildisilazano, y dimetilclorosilano en piridina (3:1:9) (Supelco,
Bellefonte, USA), que se dejé reaccionar durante 15 minutos y posteriormente fue
centrifugado. La separacién de los TMS se llevé a cabo en un cromatdgrafo de gases
con detector de ionizacién de llama (Agilent 6890 N), equipado con una columna
capilar HP-5MS (5% fenil 95% dimetilpolisiloxano), 25 m x 0.25 mm x 0.25 pm (Agilent
Technology). La inyeccidn se realizé con una relacién de divisién de flujo (split ratio)
1:50 y a flujo constante de 1,0 mL/min (usando helio como gas portador). Las
temperaturas del inyector y detector fueron 300 y 290°C, respectivamente. La
temperatura de la columna fue de 270°C y se mantuvo en isoterma durante 30 minutos.

Bajo las condiciones empleadas, el 5a-colestan-3B-ol (P.I) eluyd a 9,85 minutos y el B-
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sitosterol a 14,55 minutos. La identificacion de los picos se llevd a cabo mediante el
calculo de los tiempos de retencidn relativos a B-sitosterol, el esterol mayoritario en el
aceite de oliva y la cuantificacién utilizando 5a-colestan-3p3-ol como patrdn interno
siguiendo el procedimiento descrito por el Reglamento de la Comunidad Europea

(2011), para el analisis de esteroles en el aceite de oliva.
3.4.4.- Determinacion de fenoles mediante HPLC-DAD
Extraccion de la fraccion fendlica

500 miligramos de aceite se extrajeron con 0.5mLde mezcla de metanol/agua
(80:20, v/ v) enun tubo de reaccién Eppendorf de 2 mL. La mezcla resultante se agitd
en un vortex durante 1 minuto y se centrifugd a 13400 rpm durante 5 minutos. La fase
metandlica se pasé por un filtro de nylon de 0.45 ym de tamafio de poro y 13 mm de
didmetro. Se tomaron 150 pL del extracto y se diluyeron hasta 500 pL de agua
ultrapura. Se agité en el vértex para homogeneizar la extracciéon metandlica (30:70 v,v,

MeOH:H,0) y se inyecta en el HPLC. (Pizarro et al, 2012).

La Figura 3.4 muestra el esquema de este método para facilitar la comprensién

del mismo.

0.5 g muestra+ 0.5mL MeOH 80%
en tubos Eppendorfde 2 mL

Agitaren vortex durante 1 min

Centrifugara 13400 rpm
durante 5 min

Extraerla fase metanolica

Pasarla tase metanadlica por
un filtro de nylon con
tamaiio de poro 0.45pm

Diluir 0.150 mL de la fase metanolica
con agua Mili-Q hasta 0.5 mL

Figura 3.4.-Esquema del método de micro extraccidn liquido-liquido de fenoles individuales.
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Analisis cromatografico de fenoles

Para obtener una dptima separaciéon de los compuestos fendlicos, se aplicé un
gradiente de fases a una columna Ultrabase C18 2.5um, (100 mm X mm de didmetro
interno). El gradiente utilizado con la fase A (agua/metanol/acido acético, 93:5:2, v/v/v)

y la fase B (agua/metanol/acido acético, 17:81.3:1.7, v/v/v) se muestra en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11. Gradiente de fases mdviles del HPLC-DAD.

Tiempo (min) %A %B
0 100 0
2 100 0
13 60 40
17 60 40
19 30 70
20 0 100
22 0 100
24 100 0

El flujo fue de 1 mL/min y la columna se mantuvo a 20 °C. El volumen inyectado
fue de 100 pL. La deteccidn se realizé mediante un escaneo en el rango de 190 a 700
nm. La cuantificacidon de los compuestos fendlicos se llevé a cabo utilizando los valores
de las dreas obtenidas a 280 nm para el acido gdlico, hidroxitirosol, tirosol, acido
vainillico, acido cafeico, vainillina, dcido o-cumdrico y oleuropeina, a 320 nm para el

acido p-cumadrico y acido sinadpico, y a 360 nm para la rutina, luteolina y apigenina.

Los ensayos cuantitativos fueron obtenidos usando curvas de calibracién
externas para todos los estandares fendlicos. Todos los anadlisis se realizaron por

triplicado y los resultados se expresaron como valores medios.
Separacién cromatografica

El principio para la eleccion de las condiciones de trabajo es mejorar la separacion

asi como acortar el tiempo de anadlisis. Usando el programa de gradiente descrito en el
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apartado anterior, se logra una buena separaciéon de los 12 compuestos fendlicos
estudiados, con un tiempo de analisis de 24 minutos. Las Figuras 3.5, 6 y 7, muestran
los cromatogramas correspondientes a una mezcla de patrones obtenidos con estas
condiciones cromatograficas a 280, 320 y 360 nm. Como se observa, el perfil de elucién
es el tipico de un sistema de fase reversa donde los compuestos mas polares (ejemplo,
los acidos fendlicos) eluyen primero seguidos por aquellos de polaridad decreciente.
Asi, el orden de elucién seria acidos benzoicos < acidos cindmicos < flavonoides. Los
resultados muestran que los acidos eluyen en los primeros 15 minutos, mientras que
los flavonoides debido a su mayor hidrofobicidad requieren mayor concentracion de

metanol para su elucién y eluyen después de 15 minutos.

La Tabla 3.12 muestra los tiempos de retencidn, la longitud de onda seleccionada

para la deteccidn y cuantificacion de los compuestos fendlicos separados.

Tabla 3.12.-Caracteristicas cromatogréficas de los compuestos fendlicos separados.

Compuestos fendlicos Pico A(nm) tr(minutos)
Ac. Gélico 1 280 2,3
Hidroxitirosol 2 280 4,0
Tirosol 3 280 6.5
Ac. Vainillico 4 280 8.2
Vainillina 6 280 10,0
p-cumdrico 7 320 1.5
o-cumarico 8 280 15,0
Rutina 9 360 15.5
Oleuropeina 10 280 17.3
Luteolina 1 360 21,1
Apigenina 12 360 21,7
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Figura 3.5.- Cromatograma de la mezcla de patrones a 280 nm.
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Figura 3.6.- Cromatograma de |la mezcla de patrones a 320nm.
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Figura 3.7.- Cromatograma de la mezcla de patrones a 360nm.

Método cromatografico.
Precision

La precisidon evalua la dispersidon de los resultados que se obtienen al realizar

medidas replicadas sobre una misma muestra.

Para evaluar la repetitividad y reproducibilidad del método se realizaron seis
determinaciones en un mismo dia y tres determinaciones en cinco dias diferentes,
respectivamente, utilizando muestras de aceite de oliva refinado dopado a dos

concentraciones.

Los resultados expresados como desviacidn estandar relativa (RSD) para areas
de los picos cromatogréficos se muestran en la Tablas 3.13-14, obteniéndose unos
valores que oscilan entre 0.06% para p-cumarico y 2.24% para la oleuropeina, en el caso
de la repetitividad, y entre el 2.31% de la oleuropeina y el 3.50% del acido cafeico, para la
reproducibilidad, para la concentraciones altas y entre 0.14% para p-cumadrico y 2.60%
para 4cido galico, en el caso de la repetitividad, y entre el 1.80% del acido cafeico y el

4.56% del acido galico, para la reproducibilidad, para la concentraciones bajas.
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Tabla 3.13.-Precision del método expresada como % RSD para altas concentraciones.

Compuestos fendlicos  Repetitividad Reproducibilidad

(n=5) (n=5)
Ac. Galico 0,12 2,91
Hidroxitirosol 0,40 2,87
Tirosol 0,17 3,27
Ac. Vainillico 0,92 3,24
Vainillina 0,42 3,30
Ac. p-cumérico 0,06 2,82
Ac. o-cumdrico 0,71 2,71
Oleuropeina 2,24 2,31
Rutina 0,09 2,34
Luteolina 1,34 2,31
Apigenina 1,06 3,33

Tabla 3.14.-Precisién del método expresada como % RSD para bajas concentraciones.

Compuestosfendlicos  Repetitividad  Reproducibilidad

(n=5) (n=5)
Ac. Gélico 2,60 4,56
Hidroxitirosol 0,32 2,98
Tirosol 0,29 4,75
Ac. Vainillico 0,73 5,31
Vainillina 0,23 3,63
Ac. p-cumérico 0,14 4,00
Ac. o-cumérico 1,03 2,33
Oleuropeina 1,18 2,98
Rutina 0,33 4,35
Luteolina 0,90 3,14
Apigenina 0,28 2,79
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Linealidad

La representacion grafica de las dreas de los picos frente a la concentracién, da

lugar a la obtencidn de respuestas lineales en el rango de trabajo estudiado. La Tabla

3.15 muestra los resultados obtenidos para 8 niveles distintos de concentracion de

cada patron de los compuestos fendlicos estudiados. La linealidad es buena para todos

los analitos, con unos ajustes superiores a 0.9992.

Los limites de deteccién (LOD) y de cuantificaciéon (LQD) se calcularon a partir de

los datos de regresidon lineal como aquellas concentraciones que conducen a

respuestas que difieren tres y diez veces, respectivamente de la sefial del blanco,

divididos por la pendiente de la recta de calibrado (Skoog y Leary, 1994). La Tabla 3.12

muestra los valores de LOD y LQD obtenidos para cada uno de los compuestos

fendlicos.

Tabla 3.15.- Curvas de regresidn, rango lineal, limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacién (LQD).

Compuestos Ecuacidn de regresion R’ Rango de LD (ppm) LQ(ppm)
fendlicos concentracion
(ppm)
Ac. Gélico y=59.66857x-0.33803  0.99976 0.09-35 0.04 0.15
Hidroxitirosol y=14.7056X+0.15323 0.99979 0.08-50 0.06 0.20
Tirosol y=16.69993x1.22989 0.99957 0.2-80 0.13 0.45
Ac. vainillico y=51.86514X-1.44756 0.99928 0.09-35 0.08 0.26
Vainillina y=125.64862x-7.18113 0.99926 0.09-35 0.08 0.26
Ac.p-cumérico y=179.50698x+1.76607  0.99931 0.09-35 0.08 0.26
Ac.o-cumérico y=175.39619X-10.44677  0.99902 0.09-35 0.09 0.30
Oleuropeina y=6.86123X-0.31464 0.99980 0.2-80 0.09 0.31
Rutina y=47.99358x-3.91517 0.99932 0.09-35 0.08 0.26
Luteolina y=116.16467X-4.70774 0.99914 0.09-35 0.08 0.27
Apigenina y=83.16533x-2.28821 0.99920 0.09-35 0.08 0.27
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3.4.5.- Determinacién de fenoles mediante UHPLC-ESI-MS/MS

La rapidez del andlisis y mejora de la eficiencia, asi como la reduccién de los
costes del mismo siempre es deseable en cualquier aplicaciéon de la cromatografia
liquida. Estas caracteristicas han sido mejoradas en la nueva generacion de
Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucion (UHPLC), asi como su capacidad para

proporcionar informacién tanto cualitativa como cuantitativa.

El uso de UHPLC acoplado a fuentes de ionizaciéon por electrospray (ESI) y
espectrometria de masas (MS/MS) se ha presentado como la posibilidad analitica de
alcanzar una elevadisima sensibilidad. Presenta la capacidad de medir los iones con
masa exacta, proporcionando informacién de la composicién elemental, permitiendo
establecer las rutas de fragmentacién. Incluso, ha sido posible aplicar todas esas
cualidades en muestras de alta complejidad, alcanzando niveles de resolucion
inimaginables hace unos afios con instrumentos considerados de alto/medio

rendimiento.

En este estudio se describe un rdpido, especifico, fiable y sensible método
analitico para la determinacién simultdanea de compuestos fendlicos presentes

frecuentemente en el AOV.

Los andlisis cromatograficos se realizaron en un UHPLC Agilent serie 1200
(Agilent, EE.UU.) con un sistema de bomba binaria, un desgasificador de vacio, un

inyector automatico refrigerado y un compartimento termostatizado para la columna.

La separacion se llevé a cabo utilizando una columna analitica Zorbax SB-C18 (2.1

mmx50 mm, 1.8 ym) (Agilent).

Una dptima separacion de los analitos se consiguid utilizando un gradiente de
fase mdvil binario a una velocidad de flujo de 0.4 mL/min, la temperatura de la columna
se mantuvo a 30 °C y el volumen de inyeccién fue de 10 pL. Las fases mdviles
empleadas fueron (A) agua/acido acético (0.2%), con un pH 3.10 y (B) acetonitrilo. El
gradiente utilizado se muestra en la Tabla 3.16, siendo necesarios 5 minutos para volver

a las condiciones iniciales.
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Tabla 3.16.- Gradiente de fases mdviles del UHPLC-ESI-MS/MS.

Tiempo (min) %A %B
0 95 5
3 95 5
15 60 40
15.5 0 100

La identificacién y cuantificacién de los compuestos fendlicos se obtuvo usando
un 6410 Triple Cuddruplo LC/MS equipado con una fuente de ionizacién por
electrospray (ESI) y controlado por el software MassHunter Workstation (Agilent,

EE.UU.). Las condiciones de trabajo fueron:
Voltaje del capilar: 4000 V
Flujo de gas: 10 L/min
Temperatura del gas: 300 °C
Presidn del nebulizador: 35 psi

La deteccidn se realizé en modo: Reaccion Mdultiple Dinamica Monitorizada
(DMRM) (Agilent 6400 triple cuadruplo). La mejora de este modo respecto al modo
Reaccién Mdltiple Monitorizada (MRM) convencional es el uso de tiempos especificos
con un intervalo de tiempo para cada compuesto en lugar de un segmento de tiempo.
Para identificar correctamente los diferentes compuestos se utilizaron las dos
transiciones mas sensibles. La transicion mas sensible de las dos fue utilizada para la

cuantificacidn y la siguiente se usé para la confirmacién del compuesto (Tabla 3.17).



“Estudio de la Trazabilidad Integral de los aceites de oliva virgen extra de la provincia de Huelva”

Tabla 3.17.-Tiempos de retencién y pardmetros del MS/MS para los compuestos fendlicos.

lon precursor DMRM 1 (cuantificacién) DMRM 2 (confirmacién) Fragmentador Tiempo de

Compuestos fendlicos m/z) lon producto (AR,%) EC (V) lon producto EC (V) v) retencién (min)
Acido galico 169 125 (100) 12 79,1 24 128 0,7
Acido protocatéquico 153 109 (100) 12 123,1 12 104 1,4
Hidrotirosol 153,2 125,1(100) 12 123,1 8 128 1,5
Acido p-hidroxibenzoico 137 93,1(100) 12 65,1 32 104 2,5
Tirosol 137,2 119,1 (100) 12 106,1 12 110 2,6
Acido p-hidroxifenilacético 151 107(100) o 79,1 16 80 3,3
Acido vanilico 167,2 152 (100) 8 108 28 104 3,9
Acido caféico 179,2 135(99,7) 12 107,1 24 104 4,5
Vainillina 151,1 136,1(100) 8 92 20 80 6,8
Acido p-cumiérico 163,2 119,1(104,9) 12 93 32 104 7,8
Acido fertlico 193,1 134 (100) 12 178 8 104 9,2
Acido m-cumérico 163,2 119 (38,6) 12 93,1 32 104 9,3
3,4-DHPEA-AC 195,1 59,1(100) 8 135 o 128 9,6
Acido sinapico 223,1 208 (100) 8 93,1 32 104 9,6
Rutina 609,2 300,1(100) 36 301 32 216 10,2
Acido o-cumérico 163,2 119,1(59,5) 12 93,1 36 128 10,3
Oleuropeina 539,5 275,1(100) 16 307,1 16 152 12
3,4-DHPEA-EDA 319,1 59 (100) 4 69,1 32 104 12,1
3,4-DHPEA-EA 377,1 275,1(100) (] 95,1 12 104 12,4
Acido Cinamico 147 103,1(100) 4 77 20 80 12,6
Luteolina 285,2 133 (100) 32 175,1 20 182 13
Pinoresinol 357,1 136 (100) 28 151,1 16 128 13,3
1-Acetoxipinoresinol 415,1 239 (100) 40 128 13,6
Acido Homovanilico 181 137,1(100) 8 109,1 12 200 13,7
Metil 3,4-DHPEA-EA 409 95 (100) 20 104 13,7
p-3,4-DHPEA-EA 361,1 291,1(100) o 101 8 104 13,7
p-3,4-DHPEA-EdA 303,1 59,1(100) 8 285 o 128 13,8
Apigenina 269,2 117 (100) 32 107,2 24 152 14,3

La cuantificacion de los compuestos fendlicos se realizd, cuando era posible,
utilizando los estandares comerciales disponibles. En el caso de los compuestos
derivados de compuestos fendlicos que no eran comerciales, la estimacion de sus
valores fue lograda mediante equivalentes. De acuerdo con esto, la concentracion
estimada del dcido homovainillico fue expresada como equivalente del acido vainillico
(pg/mL); la del 3,4-DHPEA-EA y 3,4-DHPEA-EDA como equivalente de la oleuropeina
(pg/mL); y la del 1-acetoxipinoresinol como equivalente del pinoresinol (pg/mL). Los
siguientes compuestos: 3,4-DHPEA-AC, metil 3,4-DHPEA-EA, p-HPEA-EA y p-HPEA-EDA
fueron identificados pero no pudieron ser cuantificados debido a que no existen
estdndares comerciales y tampoco estdndares de compuestos fendlicos equivalentes
para ellos. Para la identificacion se utilizaron los datos disponibles en la literatura
publicada contrastados con los valores obtenidos por el Software

MassHunterOptimizer. (Mercedes Becerra-Herrera, et al. 2014).
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La Figura 3.8 muestra un cromatograma UHPLC-MS/MS obtenido de la mezcla de
disoluciéon estdndar a concentracion de 20 pg/mL empleando las condiciones

previamente descritas.
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Tiempo Tiempo Tiempo
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Figura 3.8.-Cromatograma total de iones (TIC) obtenido en modo DMRM en el andlisis UHPLC-MS/MS de
compuestos fendlicos en la disolucién multiestandar. La designacion de los picos fue: (1) dcido galico, (2) acido
protocatéquico, (3) hidroxitirosol, (4) dcido p-hidroxibenzoico, (5) tirosol, (6) acido p-hidroxifenilacético, (7) dcido
vanilico, (8 ) &cido cafeico, (9) vainillina, (10) dcido p-cumarico, (11) acido ferdlico, (12) 4cido m-cumarico, (13) 4cido
sindpico, (14) rutina, (15) cido o-cumdrico, (16) oleuropeina, (17) 4cido cindmico, (18) luteolina, (19) pinoresinol, (20)

apigenina.
3.4. 6. Determinacion de los Compuestos volatiles

La determinacidon de compuestos volatiles, se realizé mediante el procedimiento
de micro-extracciéon en fase sdlida (SPME) consiguiéndose el aislamiento de
compuestos voldtiles del espacio de cabeza por adsorcién sobre una fibra de material
adsorbente, que posteriormente es desorbida, siendo los analitos volatiles analizados
mediante cromatografia de gases de alta resolucién y cuantificados con la utilizacién

de patrén interno (Tena et al. 2007)

Los compuestos volatiles adsorbidos por la fibra fueron desorbidos en el puerto
de inyeccién del CG durante 5 min a 260°C con la vélvula de la purga cerrada (modo sin
fraccionamiento). Los compuestos fueron separados en una columna DB (J&W
Scientific, Folsom, CA; 60 m x 0.25 mm de didametro x 0.25 um de espesor) instalada en
un cromatdgrafo de gases Varian 3900 (Varian, Walnut Creek, CA) con un detector de

ionizacién de llama (FID). El gas portador fue hidrégeno. La temperatura del horno fue
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mantenida a 40°C durante 4 min y programada para ir incrementandose 1°C/min hasta
alcanzar una temperatura de 91°C y posteriormente 10 °C/min hasta alcanzar una
temperatura final de 201°C, la cual se mantuvo durante 10 min hasta eliminar el efecto

memoria. Cada muestra fue analizada 3 veces.

La identificacion de los compuestos volatiles fue llevada a cabo en un
cromatdgrafo de gases GC8000 (Carlo Erba, Milano, Italia) acoplado a un detector
selectivo de masas MSD-800 (Fisons, Manchester, Reino Unido). La columna y las
condiciones analiticas fueron idénticas a las descritas para la cromatografia de gases a
excepcién del gas portador que fue sustituido por helio (presién 15 psi). Los
compuestos volatiles identificados por la libreria MassLab v.1.3. (VG MassLab,
Altrincham, Reino Unido), fueron confirmados posteriormente mediante el uso de

patrones.

La cantidad de cada compuesto volatil fue calculada a partir del drea
proporcionada por el FID y fue expresada en unidades de drea. Se uso una disolucién
de 4-methyl-2-pentanol (1.2 mg/kg) como patrén externo con el fin de estandarizar los
resultados obtenidos tras la realizacidon de los correspondientes andlisis. Por lo tanto,
la cuantificacion (mg / kg) de cada compuesto volatil fue llevada a cabo relacionando la
intensidad de pico de cada compuesto con la intensidad de pico del patrén externo, y

teniendo en cuenta el peso de la muestra.
3. 4. 7.- Métodos estadisticos

Para la construccién de la base de datos y llevar a cabo el andlisis estadistico se
utilizaron Microsoft Excel 2003 (Microsoft Corporation) y Statistica (StatSoft®, Inc.),

respectivamente.
Manova

El propdsito general de un analisis de varianza es comprobar la existencia de
diferencias significativas entre las medidas para diversos grupos o clases. El analisis de
la varianza es una técnica de analisis estadistico que permite superar la ambigtiedad

que representa la estimacion de diferencias significativas cuando se hace mas de una
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comparacion. Mediante él, podemos comprobar la significacion estadistica de la
diferencia entre medias de mdas de dos muestras, llegando a determinar si las
diferencias observadas pueden o no asignarse a fluctuaciones de muestreo o la

presencia de errores aleatorios.

Anidlisis de componentes principales

Es un método multivariante cuyo objetivo principal es la reduccion de la
dimensionalidad de la matriz de datos que se aplica cuando se dispone de un conjunto
elevado de variables con datos cuantitativos correlacionados entre si. Persiguiendo
obtener un ndmero de variables, que se denominan componentes principales o
factores, que resuman lo mejor posible a las variables iniciales con la minima pérdida
de informacidén. Esta reduccién puede simplificar la aplicacidon sobre estas ultimas de
otras técnicas multivariantes (regresion, clusters, LDA, etc.), ademas facilitaria que la
visualizacion de estructuras y relaciones entre las muestras que permitirian su

diferenciacion en clases.

Como medida de la cantidad de informacidn incorporada en un componente se
utiliza la varianza. Cuanto mayor sea su varianza mayor es la informacidon que lleva
incorporado dicho componente. Por esta razén se selecciona como primer
componente aquel que tenga mayor varianza, mientras que el dltimo es el de menor

varianza.

Cuando las variables originales estan muy correlacionadas entre si, la mayor
parte de su variabilidad se puede explicar con muy pocos componentes. Si las variables
originales no estuvieran relacionadas entre si, entonces el andlisis de componentes

principales careceria por completo de interés

Analisis discriminante

El andlisis discriminante es uno de los métodos estadisticos mas aplicado, que
consiste en obtener unas funciones discriminantes o clasificadoras, que separen las
clases o los tipos de muestras. Para realizar el calculo de las funciones discriminantes,

previamente se seleccionan las variables con mayor poder discriminatorio. Para ello se
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utilizan criterios de seleccidn sucesiva, de forma que se incluyan sdélo aquellos

descriptores que son, verdaderamente, relevantes de la discriminacion.

El andlisis por pasos hacia delante (“forward stepwise’) se usa para construir el
modelo de discriminacidon paso a paso. En cada paso, se evaluan las variables no
seleccionadas, para determinar cudl es la que mas contribuye a la discriminacidn entre
grupos, que es entonces incluida en el modelo. El control de las variables, incluidas o
excluidas del modelo, se lleva a cabo segtn el valor F de las variables en cada paso del
proceso. El valor F es una medida de la importancia que una variable tiene a la hora de
contribuir a la prediccién del grupo de pertenencia. El proceso finaliza cuando no hay
variables que posean valores por encima del valor F de entrada, o por debajo de F de
eliminacién, fijado a priori, o la inclusién, o rechazo, de nuevas variables no mejora el
resultado previo. Estos valores (F de entrada y F de eliminacién) se fijan de manera

muy estricta para evitar la sobreestimacion de los resultados.
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“Estudio de la Trazabilidad Integral de los aceites de oliva virgen extra de la provincia de Huelva”

4.1.- Trazabilidad geografica

El estudio de la Trazabilidad Geogréfica del aceite de oliva virgen extra de la
provincia de Huelva se ha basado, de una parte en la diferenciacién de los distintos
tipos de aceites producidos en funcién de su composicion elemental y de otra en sus
diferencias atendiendo al estudio de compuestos minoritarios implicados en el origen

geografico del aceite de oliva como son el contenido en dcidos grasos y en esteroles.

4.1.1.-Determinacién de la trazabilidad geografica en funcién de la composicion

elemental de los suelos, alperujos y aceites.

Los elementos traza que se incorporan al olivo desde la tierra se transfieren
parcialmente a las aceitunas (Bakircioglu, Kurtulus, Yurtsever, 2013). En consecuencia,
los elementos traza pueden determinarse en muestras de aceite y / o de orujo de oliva,
los dos unicos productos que resultan del procesamiento de las aceitunas. La provincia
de Huelva, es una zona geografica excelente para estudiar la importancia de la
composiciéon del suelo en la trazabilidad geografica, ya que ofrece diferentes
variedades plantadas en el mismo terreno. Las explotaciones de la variedad Verdial de
Huévar, que significaba mas del 90% de toda la produccién de hace sélo unos afios,
poco a poco se han sustituido por las variedades Arbequina y Picual cultivadas en
plantaciones intensivas de regadio. Por lo tanto, en esta drea, es posible analizar la
concentracion de elementos en el aceite de oliva y en el orujo de oliva de varias

variedades con respecto a su disponibilidad en los suelos.

La profundidad de las raices del olivo varia de acuerdo con la edad de este y con
las caracteristicas del suelo (Fernandez, Moreno, Cabrera, Arrue, Martin-Aranda,
1991).Para el estudio se recogieron las muestras de suelo a 30 cm y 60 ¢cm de
profundidad, porque las plantaciones se encuentran en su etapa juvenil -con la
excepcion de la variedad Verdial de Huévar -y las raices de los arboles se estima que

se encuentren alrededor de 40-50 cm de profundidad.

Como se indica en el capitulo 3, se tomaron un total de 216 muestras, 91 de

aceites de las tres variedades predominantes en la zona (Verdial, Picual y Arbequina),
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“Estudio de la Trazabilidad Integral de los aceites de oliva virgen extra de la provincia de Huelva”

91 muestras de sus alperujos respectivos y 34 de suelos de las distintas parcelas
seleccionadas en las zonas de trabajo las cuales se recogen en las Tablas 3.1-3.3 y en

la Figura 3.2.

Para el andlisis cuantitativo de los distintos elementos tanto en suelo como en
los aceites y sus respectivos alperujos se han seguido los métodos descritos en el

apartado 3.4.1 del capitulo 3. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 4.1 -

4.2.

La Tabla 4.4 muestra las medias y la desviaciones estandar de las
concentraciones de los 34 elementos en las dos profundidades. La mitad de ellos se
cuantificaron en concentraciones superiores a 10 mg [ kg. En lo que respecta a los
elementos cuantificados en bajas concentraciones, es de destacar la baja

concentracion de Mn que fue inferior a 1 mg / kg en todos los casos.

Dieciocho elementos mostraron concentraciones mas elevadas (p <0,05) en las
muestras de suelos recogidos a 60 cm de profundidad (Tabla 4.4), mientras que trece
de ellos (As, Ga, Hf, Mn, Na, Nb, Pb, Sc, Th, Ti, U, Y, Zn) no mostraron diferencias
significativas (p <0,05) entre las dos profundidades cuando se aplica la prueba de
Brown-Forsythe. Sélo tres elementos (Cu, Sn, Mo) se encontraron en concentraciones
mas elevadas en las muestras recogidas a 30 cm. La acumulacién de cobre en los
suelos podria ser consecuencia de la amplia aplicacién de fungicidas compuestos por
una mezcla sulfato de cobre (CuSO4) e hidréxido de calcio (Ca(OH)2) (por ejemplo,

mezcla de Burdeos).
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Tabla 4.1.- Contenido metdlico en las muestras de suelo expresado en ng Kg

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T
ALUMINIO 47628121,8 59555590,4 51041515,6 55063942,7 50855936,1 55981803,0 51778551,8 52771469,8 23557521,7 28710667,5 21229418,2
ARSENICO 10937,21 12171,37 9300,49 11079,07 12092,17 13908,83 10436,05 11835,75 9368,21 9185,39 11714,56
BARIO 284067,48 340019,47 325221,67 331069,77 313364,06 334917,56 320833,33 319903,38 155774,93 164887,64 221072,80
CALCIO 1692705,8 1239120,4 1324304,7 14438309,0 1657161,4 1649200,2 2301797,2 20780091 1195549,8 1313446,1 43545335,2
CESIO 3345,83 2911,39 3339,90 3646,51 2995,39 3520,85 2771,32 2772,95 2349,46 2397,00 2423,37
CINC 45164,01 44693,28 54975,37 73841,86 43907,83 39078,56 56705,43 53806,76 32912,14 25852,06 22777,78
COBALTO 12286,79 13972,74 14364,53 15609,30 11990,78 12754,61 13875,97 13980,68 7028,63 8754,68 4856,32
COBRE 19400,19 20954,24 24236,45 24418,60 21373,27 21328,81 23187,98 24637,68 23849,95 19831,46 16216,48
CROMO 59981,26 68198,64 65990,15 71255,81 65336,41 64898,16 67267,44 73758,45 48548,86 42968,16 34272,03
ESCANDIO 5745,08 5764,36 5881,77 6037,21 5096,77 55771 5406,98 5748,79 2517,28 2556,18 2337,16
ESTANO 18097,47 5637,78 9241,38 5237,21 5493,09 5557,71 7083,33 7062,80 4175,72 4269,66 4137,93
ESTRONCIO 89090,91 77166,50 76098,52 79413,95 74258,06 78477,21 60949,61 76125,60 29111,55 27893,26 45689,66
GALIO 23851,92 27614,41 28108,37 29227,91 25843,32 27681,86 26250,00 29487,92 14708,79 15777,15 17931,03
HAFNIO 3636,36 3661,15 3566,50 3572,09 3539,17 3656,64 3691,86 3681,16 2892,40 3080,52 1934,87
HERRO 53220014,5 66204340,5 57121236,8 61604737,6 56275044,1 62478147,3 58488438,4 59664418,1 25120705,6 32153235,7 22885984,2
LITIO 34367,39 39483,93 53280,79 59265,12 37050,69 39214,35 51027,13 54676,33 25419,55 25833,33 18802,68
MAGNESIO 6762336,2 7533009,4 6407499,6 6311441,8 6630863,6 7225116,1 7708238,8 7930751,8 1466494,7 1604198,5 2217174,2
MANGANESO 1412854,6 2195246,5 1463922,1 1520803,8 964799,3 1007893,4 16988461 1599734,6 622732,4 992543,3 415677,0
MOLIBDENO 6907,22 3339,82 2827,59 2753,49 2709,68 2851,60 2538,76 2531,40 2339,59 2415,73 2030,65
NIOBIO 11743,21 12112,95 12266,01 13227,91 12046,08 12512,12 13323,64 13285,02 10473,84 12518,73 7835,25
NiQUEL 24526,71 28558,91 31428,57 32948,84 30304,15 26023,28 30436,05 33352,66 13346,50 13670,41 11570,88
PLOMO 20852,86 18636,81 19566,50 20381,40 17548,39 18292,92 18672,48 18618,36 19822,31 19953,18 12279,69
POTASIO 22083754,2 27933942,5 29507066,5 31852689,9 22866221,8 24306771, 26522932,7 28014672,0 11161576,7 12532113,2 21978117,3
RUBIDIO 66897,84 64790,65 78049,26 74948,84 67437,79 76508,24 52412,79 77207,73 47305,03 48483,15 61599,62
SELENIO 1865,04 1217,14 1428,57 1479,07 829,49 872,94 1395,35 1584,54 888,45 842,70 862,07
SODIO 12346270,6 10362021,3 6991345,4 6350120,0 10769273,2 117461311 9303491,7 8174815,3 2130967,8 2314623,2 5541020,5
TANTALO 8706,65 8500,49 8798,03 7972,09 7723,50 8137,73 8197,67 8173,91 7769,00 7631,09 7586,21
TITANIO 5517854,2 5803726,6 5362395,7 5762409,2 5538703,2 5709300,8 5723983,2 5541896,8 3700068,3 4242363,6 33798061
TORIO 8341,14 7224,93 8768,47 8465,12 7373,27 8283,22 7325,58 7826,09 6386,97 60438,69 3247,13
URANIO 4151,83 4177,22 4285,71 4213,95 4193,55 4238,60 4127,91 4115,94 3267,52 3155,43 2461,69
VANADIO 86326,15 99805,26 110246,31 122883,72 101013,82 103879,73 106686,05 116714,98 52734,45 53174,16 52883,14
WOLFRAMIO 6935,33 6183,06 5994,09 5581,40 5364,06 5596,51 5649,22 5623,19 5439,29 7284,64 4837,16
YTRIO 7535,15 7974,68 8098,52 8000,00 7281,1 7623,67 7296,51 7536,23 5320,83 5327,72 4291,19
ZIRCONIO 99812,56 104868,55 98916,26 105953,49 108479,26 111348,21 113565,89 113236,71 78509,38 79850,19 45249,04
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Tabla 4.1.- (Continuacién). Contenido metalico en las muestras de suelo expresado en ng Kg”

T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 T19 T20 T21 T22
ALUMINIO 26722156,1 16329668,8 19209558,9 35021792,5 20715232,4 26259550,0 28792877,6 23437097,6 27927639,9 25272137,7 24845304,3
ARSENICO 12117,20 7239,73 6843,16 10019,38 7121,07 6542,61 5557,77 5948,62 6640,78 6762,52 5610,00
BARIO 253024,57 88901,62 99350,65 125484,50 113060,06 186777,67 183266,93 171146,25 144854,37 224675,32 213600,00
CALCIO 24017012,8 849938,8 591668,3 1198349,5 852263,5 159342735,5 166295711,3 46149102,7 157311834,7  177768655,7  209484113,9
CESIO 3241,97 1404,01 1578,42 3653,10 2783,60 3359,45 3446,22 1788,54 2058,25 3367,35 3280,00
CINC 29499,05 26160,46 17792,21 26579,46 21039,08 32399,61 38625,50 26017,79 22912,62 31512,06 31150,00
COBALTO 6975,43 3295,13 3546,45 7519,38 8265,01 6356,51 5458,17 6077,08 4941,75 6270,87 5800,00
COBRE 16710,78 21833,81 10719,28 15368,22 11877,98 23565,13 9223,11 9239,13 7330,10 36122,45 13510,00
CROMO 50765,60 40869,15 44295,70 60717,05 42449,95 54035,26 54272,91 35177,87 42106,80 54925,79 57070,00
ESCANDIO 3241,97 1413,56 1578,42 3042,64 2326,02 3486,78 3446,22 2104,74 2553,40 4063,08 4200,00
ESTANO 5122,87 4412,61 5204,80 8236,43 4184,94 4240,94 10687,25 4920,95 5436,89 9183,67 3510,00
ESTRONCIO 50699,43 20477,55 19340,66 23178,29 20629,17 161704,21 180976,10 35800,40 54223,30 217346,94 248400,00
GALIO 22712,67 9197,71 9440,56 15872,09 12802,67 17473,07 17001,99 16284,58 13718,45 23191,09 25170,00
HAFNIO 2372,40 2693,41 2897,10 2984,50 2993,33 2948,09 2679,28 2539,53 2097,09 2541,74 2200,00
HERRO 29051103,8 17463987,6 20766117,6 38524916,3 22021130,8 28383438,8 30585040,5 25500803,1 30652960,8 27430090,9 26779335,9
LITIO 27258,98 17936,96 18941,06 30591,09 24747,38 24789,42 24790,84 16600,79 16407,77 28580,71 32440,00
MAGNESIO 2637860,4 953365,5 1014392,2 1314983,6 950920,4 6218907,5 6545985,3 2306617,5 32814851 6101901,0 6365983,5
MANGANESO 498345,6 347387,4 357003,3 489681,0 588160,9 253019,0 206896,2 449954,7 369220,0 209721,0 202247,0
MOLIBDENO 2051,04 2244,51 2287,71 2441,86 2163,97 2037,22 2021,91 2015,81 2029,13 834,88 900,00
NIOBIO 9319,47 9808,98 10759,24 12054,26 11382,27 11645,45 11125,50 7638,34 7514,56 10732,84 10510,00
NI'QUEL 16219,28 7449,86 8111,89 19069,77 14251,67 18374,14 17649,40 11699,60 12184,47 20120,59 21140,00
PLOMO 13043,48 13829,99 12427,57 18546,51 16434,70 10626,84 7669,32 8754,94 8640,78 12838,59 9900,00
POTASIO 23359800,2 5870961,2 6601615,7 10315684,7 7717353,4 17212417,0 16857256,5 16136290,7 13920028,2 16437924,1 16664028,4
RUBIDIO 74933,84 28634,19 32107,89 48943,80 40743,57 57904,02 54980,08 57282,61 48834,95 58330,24 58210,00
SELENIO 1039,70 859,60 899,10 872,09 857,96 881,49 896,41 889,33 873,79 1521,34 2270,00
SODIO 5749372,7 906858,7 873700,0 1136841,6 1080015,2 4594450,5 4002633,8 4347456,3 4196090,7 4618344,3 4600468,1
TANTALO 7542,53 7325,69 7852,15 7771,32 7645,38 8109,70 8167,33 7707,51 8009,71 3627,09 5050,00
TITANIO 3964313,4 3340540,1 4131676,6 4568258,8 3864947,6 3691142,7 3514558,7 2877787,3 2536703,7 3605597,4 3485008,5
TORIO 4413,99 5262,66 6023,98 7548,45 6920,88 5014,69 4760,96 3527,67 3854,37 6400,74 5320,00
URANIO 2589,79 3008,60 3136,86 3207,36 3126,79 2830,56 2828,69 2569,17 2592,23 1706,86 1240,00
VANADIO 71209,83 38414,52 41938,06 70038,76 50943,76 73604,31 75428,29 52144,27 63349,51 75009,28 78650,00
WOLFRAMIO 5037,81 4985,67 5284,72 5503,88 5233,56 5151,81 5059,76 4713,44 4660,19 2959,18 2790,00
YTRIO 5293,01 3677,17 4065,93 5697,67 5309,82 5171,40 4910,36 3843,87 4495,15 5306,12 5240,00
ZIRCONIO 64517,96 75214,90 77522,48 82451,55 79027,65 89089,13 74402,39 47964,43 50203,88 99628,94 102700,00
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Tabla 4.1.- (Continuacién). Contenido metalico en las muestras de suelo expresado en ng Kg’

T23 T24 T25 T26 T27 T28 T29 T30 T31 T32
ALUMINIO 16735182,0 29824829,2  25371537,5 25753039,2 21942880,5 25441784,1 19521423,4 19552626,7 14991221,9 16546229,1
ARSENICO 6610,17 9382,24 8060,43 7069,81 779,47 7052,63 5890,91 5846,61 4926,11 5127,00
BARIO 237587,24  243629,34 214619,88 215240,90 233933,65  220478,47  227090,91  218625,50  203842,36 209031,04
CALCIO 1051652,6 1567414,3 152100460,1 160992136,5 33245314,9 67836683,6 30770853,6 32749660,0 24251681 2507322,8
CESIO 1365,90 2171,81 2894,74 3146,51 1905,21 2095,69 2209,09 1972,1 1862,07 2041,39
CINC 26540,38 29198,84 37251,46 35142,58 24132,70 24708,13 20863,64 26005,98 22275,86 19162,75
COBALTO 7956,13 10666,02 6384,02 6519,17 4796,21 5550,24 5072,73 4452,19 3773,40 3941,67
COBRE 12063,81 12982,63 28713,45 22173,06 23469,19 9033,49 23445,45 19591,63 18837,44 12634,05
CROMO 25024,93 40714,29 5477,58 60629,30 40710,90 48028,71 41854,55 36454,18 31822,66 40602,07
ESCANDIO 4187,44 2673,75 3937,62 4247,79 2578,20 3043,06 2881,82 2918,33 2630,54 2737,54
ESTANO 6331,01 7123,55 3460,04 5309,73 2796,21 2889,95 3072,73 4422,31 6423,65 3396,05
ESTRONCIO 24047,86 30202,70 161208,58 152999,02 48028,44 61454,55 55463,64 55388,45 42709,36 40131,70
GALIO 30827,52 31293,44 26647,17 27059,98 28976,30 25751,20 26654,55 25727,09 25024,63 24778,93
HAFNIO 1296,11 1418,92 1578,95 1612,59 1023,70 1186,60 1963,64 2051,79 1901,48 1693,32
HERRO 18236294,0 32489342,0  27000311,3 27359492,0  23372650,2  27772483,3  21054919,4 20885255,9  16272993,5 17770668,3
LITIO 17058,82 26061,78 28927,88 33795,48 21298,58 23406,70 25572,73 22659,36 22177,34 24214,49
MAGNESIO 1156599,2 2174927,8  6040377,5 6186229,7  2795859,8 3401071,7  3438813,2  3420194,2 2293681,7 2712384,8
MANGANESO 738257,3 1157910,3 241898,9 234781,6 255552,7 283646,9 209967,2 204653,1 173908,3 163694,0
MOLIBDENO 1106,68 868,73 877,19 884,96 853,08 861,24 818,18 896,41 886,70 846,66
NIOBIO 6560,32 1054,05 9454,19 10481,81 6360,19 7138,76 10390,91 9591,63 9064,04 7864,53
NiQUEL 12711,86 16525,10 9142,30 20629,30 12843,60 13578,95 13300,00 12091,63 9221,67 9952,96
PLOMO 35792,62 30279,92 12066,28 10442,48 12511,85 10114,83 10354,55 10886,45 11133,00 10225,78
POTASIO 18041352,2 18408208,2 17807080,1 17687633,2 21553511,5 19298093,6 15388507,7 16034316,3 14126149,1 14636324,6
RUBIDIO 69611,17 72036,68 63099,42 60589,97 63687,20 52181,82 47072,73 45478,09 45448,28 46792,10
SELENIO 2263,21 3059,85 2826,51 2595,87 1981,04 2086,12 3290,91 2360,56 2768,47 4430,86
SQDIO 3214903,6 42153371 5225762,3 5104578,4  6393585,9  6633423,0  7726898,1 8383479,0 6954718,3 7047793,8
TANTALO 3020,94 2866,80 3693,96 4001,97 2511,85 2794,26 818,18 3695,22 2630,54 2690,50
TITANIO 3095216,9  4183894,8 3381048,7 3628847,4 2536856,6 2921469,9  4379258,5  4315653,0 4157382,8 36376081
TORIO 5304,09 5000,00 4902,53 4523,1 3819,91 3732,06 5463,64 5478,09 6305,42 5691,44
URANIO 1784,65 2084,94 1228,07 1317,60 853,08 861,24 1400,00 1523,90 1596,06 1476,95
VANADIO 37906,28 64121,62 78362,57 83982,30 53668,25 63789,47 60281,82 53665,34 47674,88 49905,93
WOLFRAMIO 3778,66 2451,74 2504,87 2635,20 2284,36 2220,10 2918,18 3247,01 2364,53 3085,61
YTRIO 5224,33 4102,32 5282,65 5349,07 4094,79 4612,44 4881,82 4551,79 4147,78 3725,31
ZIRCONIO 42691,92 54488,42 76403,51 80285,15 54151,66 59090,91 87045,45 84701,20 82541,87 73104,42
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Tabla 4.2.- Contenido metdlico en las muestras de orujo expresado en ng Kg”

O-1 0-2 0-3 0-4 0O-5 0-6 0-7 O-10 O-11 O-12
ALUMINIO 274919,87 4345012,98 3065229,77 2469107,85 1721242,58 330316,36 421594,17 1223005,68 539671,72 901702,06
ARSENICO 17,90 16,13 20,41 10,48 6,75 6,24 12,97 11,01 16,60 26,68
BARIO 1008,03 1062,78 606,22 648,42 447,96 447,27 235,01 713,08 1453,36 4170,68
CALCIO 5411310,45 4995404,59 5284312,94 4519166,87 4492349,05 6226794,01 5543382,68 6172267,88 4403496,72 5309603,02
CESIO 43,55 37,29 14,41 14,90 21,10 20,10 8,83 14,25 24,90 45,58
CINC 467,85 440,14 481,33 613,70 403,14 308,01 326,76 395,88 349,57 300,29
COBALTO 36,05 174,58 117,99 131,98 84,60 43,23 26,21 19,58 36,59 29,57
COBRE 1209,85 759,64 688,27 957,35 770,30 896,12 912,10 967,37 124,79 974,95
CROMO 10709,84 7195,88 4623,82 4835,92 1847,00 1098,62 917,63 120,53 155,24 153,88
ESCANDIO 238,52 286,82 172,39 208,11 265,79 273,92 246,36 171,68 394,17 511,03
ESTANO 8,03 7,46 36,82 4,76 3,85 3,60 19,95 4,76 8,22 11,58
ESTRONCIO 272,69 603,51 565,27 610,29 509,53 206,88 159,83 451,66 652,66 1001,20
GALIO 169,94 152,84 93,04 113,12 68,21 68,69 38,04 106,05 160,74 223,09
HAFNIO 47,12 44,16 17,36 23,62 21,47 27,20 7,75 28,27 64,31 108,59
HIERRO 294388,73 4387073,24 3077457,00 2379963,02 1631334,34 354776,98 412684,30 1187912,28 560952,55 976628,18
LITIO 307,13 334,35 147,81 188,66 212,80 248,94 202,11 309,77 695,82 1212,19
MAGNESIO 1178896,11  28207103,64 17815588,02  14943465,38 10045119,14 1274994,67 1917272,26 2293562,73 1740185,70 1992254,37
MANGANESO 23842,26 53138,97 47434,62 34291,54 32322,76 34804,67 24131,74 58084,62 51295,95 55842,60
MOLIBDENO 16,24 21,90 28,52 31,92 25,07 27,80 31,06 39,38 77,63 132,45
NIOBIO 73,77 11,59 5,13 5,16 6,34 7,63 5,54 7,38 14,28 22,15
NIQUEL 4324,72 5838,37 3382,63 3797,57 1842,78 3038,06 3316,16 116,92 125,47 86,28
PLOMO 85,37 121,85 55,96 65,54 22,56 24,46 31,93 81,08 281,98 615,86
POTASIO 35611363,96 35631161,63 43898287,86 41774327,16  41884973,76  40570645,64  33009728,51 48066869,99 42926334,98 50608802,88
RUBIDIO 1233,82 2091,34 2311,58 2644,26 2244,60 1675,96 1356,02 135,86 938,91 743,45
SELENIO 6,87 5,64 2,86 3,35 3,14 2,96 1,18 3,62 5,80 8,49
SODIO 11976394,27 11060426,17 4825602,76 4800798,86  10956538,02  14640976,12 3849297,58 12984678,36  25016664,54 51701386,65
TANTALO 173,84 16,07 8,54 2,72 2,57 1,97 1,10 1,09 1,58 4,79
TITANIO 125219,75 123205,35 66469,50 57666,71 103954,47 135725,56 48449,69 198577,62 253759,88 547551,67
TORIO 16,25 15,53 5,82 7,87 2,61 3,08 1,31 9,68 16,86 33,16
URANIO 0,06 0,05 0,06 0,06 0,05 0,03 0,01 0,03 0,00 0,03
VANADIO 24,12 84,39 55,34 60,04 39,43 20,61 13,37 47,15 37,96 50,17
WOLFRAMIO 38,26 27,84 62,78 54,81 67,72 29,85 25,78 22,00 23,41 21,01
YTRIO 33,28 29,98 12,68 16,14 15,60 19,25 6,26 22,55 48,79 80,37
ZIRCONIO 3105,57 2724,72 2450,23 1520,10 1356,62 1655,61 1723,85 1748,18 4127,81 6774,43




-€6 -

Tabla 4.2.- (Continuacién). Contenido metdlico en las muestras de orujo expresado en ng Kg'

0O-13 0-14 O-15 0-16 O-17 0-18 0-19 0-20 0-21 0-22
ALUMINIO 763844,19 870133,36 2782501,54 3440115,20 143418,60 168488,95 173715,60 171619,81 120086,47 138964,55
ARSENICO 31,67 22,60 8,19 8,71 5,82 5,64 6,09 3,78 7,28 1,37
BARIO 5289,60 3967,87 714,40 734,10 513,23 525,36 580,30 345,69 273,92 134,46
CALCIO 5041800,85 4652499,82 4837044,74 4737114,89 4830554,86 5670316,12 5438329,87 5326351,53 4682516,62 5660422,18
CESIO 44,88 31,61 9,61 9,58 8,74 7,55 7,82 5,33 23,87 5,16
CINC 227,60 209,95 255,52 248,89 223,00 206,79 208,19 181,32 184,29 159,39
COBALTO 32,11 21,85 55,45 89,27 17,61 14,37 10,68 10,62 14,97 13,87
COBRE 283,41 602,12 751,88 720,46 515,31 521,89 513,97 373,26 381,57 412,71
CROMO 153,82 151,41 1529,92 2077,82 35,34 32,08 34,18 32,06 37,87 24,40
ESCAI:IDIO 545,53 363,45 106,52 115,69 72,41 73,56 74,71 50,74 72,51 36,73
ESTANO 12,72 10,51 4,56 4,01 2,18 2,28 2,31 1,27 6,07 0,52
ESTRONCIO 582,85 676,02 380,86 365,91 233,18 228,19 249,99 185,26 249,72 241,15
GALIO 242,30 178,49 74,17 72,47 53,39 53,71 59,60 37,81 29,90 15,80
HAFNIO 140,90 115,28 28,23 28,65 20,59 21,90 25,02 13,64 16,62 6,11
HIERRO 847263,48 953046,75 2713588,65 3381252,80 155432,07 178067,43 183721,39 177446,63 127115,14 146476,68
LITIO 1470,49 1008,37 232,40 238,06 149,54 160,53 167,53 91,59 110,94 43,30
MAGNESIO 4983137,67 1984874,17 15871453,12  19770929,86 943227,13 1080969,49 1161920,20 1041912,12 1048085,48 1094723,59
MANGANESO 26385,51 57003,08 66964,97 69692,67 14851,29 21456,06 18607,91 17244,01 16957,73 16917,14
MOLIBDENO 165,84 120,05 28,99 33,86 21,10 22,54 24,41 13,57 14,23 6,17
NIOBIO 27,1 20,05 5,42 5,47 3,37 3,58 3,92 2,12 3,24 1,48
NIQUEL 64,96 70,26 1333,20 1876,56 26,46 22,29 20,43 21,29 25,17 19,69
PLOMO 827,31 642,60 95,56 120,67 79,38 75,22 81,24 48,65 21,42 10,63
POTASIO 50908307,70  53675677,46  41604848,92 45480056,34  27942441,32  32854270,40  32721073,34 32449344,46 29873608,49  31430725,99
RUBIDIO 826,12 450,10 431,83 432,38 557,74 555,78 502,76 462,38 428,23 414,37
SELENIO 8,15 5,73 2,90 3,02 3,08 1,89 2,17 1,31 0,85 0,48
SODIO 60111650,61  63981294,84 12190048,10 12702333,77 10219933,17 8172202,15 9248611,79 9800714,59 6413155,14 4933078,29
TANTALO 2,84 2,36 1,85 0,90 0,76 0,70 0,69 0,53 0,50 0,62
TITANIO 609434,69 654131,51 157239,54 162642,36 87556,99 86604,64 91652,79 101838,43 62974,29 43458,00
TORIO 44,89 38,13 9,19 9,38 6,54 6,91 7,79 4,30 2,53 0,75
URANIO 0,06 0,03 0,00 0,03 0,23 0,16 0,11 0,14 0,79 0,22
VANADIO 51,01 41,67 33,84 40,17 8,63 7,33 7,80 4,79 6,10 4,04
WOLFRAMIO 16,79 15,44 15,00 20,00 3,70 3,34 2,81 2,50 6,34 3,08
YTRIO 100,76 74,73 18,89 18,91 12,13 12,58 14,07 7,68 9,59 3,51
ZIRCONIO 8514,80 6312,29 1522,31 1525,01 1049,97 1088,71 1239,80 681,75 834,06 221,35
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Tabla 4. 2.- (Continuacién). Contenido metdlico en las muestras de orujo expresado en ng Kg™

0-23 0-24 0-25 0-27 0-28 0-29 0-30 0-31 0-32 0-33
ALUMINIO 209411,59 176619,80 147383,25 242979,42 167061,24 203883,53 204954,90 174111,40 185672,74 168229,85
ARSENICO 2,80 8,38 3,69 3,22 5,43 5,95 7,34 2,96 6,87 2,76
BARIO 314,23 901,61 406,67 343,32 592,67 642,60 804,09 332,87 700,67 294,50
CALCIO 5858312,11 3744416,49 3435104,11 5515801,48 5304110,37 5648197,21 4824287,89 5614064,45 4890537,41 4831852,25
CESIO 16,26 12,10 1,12 10,69 6,97 8,59 10,05 8,85 10,45 8,31
CINC 186,24 176,36 119,69 131,90 177,58 174,23 162,84 181,89 194,41 158,76
COBALTO 24,09 10,04 17,17 21,36 9,96 11,43 9,83 18,26 6,32 18,23
COBRE 401,98 236,37 201,36 243,34 388,95 319,63 211,49 226,91 221,59 233,64
CROMO 49,30 53,30 45,11 78,25 39,08 38,29 33,17 44,48 35,36 39,26
ESCANDIO 93,01 98,50 94,00 99,31 65,23 76,77 85,97 89,39 79,49 84,17
ESTANO 1,48 3,22 1,43 2,18 2,22 2,48 2,80 1,47 2,88 1,30
ESTRONCIO 256,13 333,89 274,07 215,78 321,91 312,27 309,82 291,17 293,58 245,38
GALIO 35,13 81,69 40,41 35,72 65,10 65,66 74,86 34,85 66,60 33,16
HAFNIO 22,59 40,74 27,43 24,13 25,48 28,35 33,06 20,63 30,64 20,70
HIERRO 238352,00 205421,44 171061,29 263928,53 176231,80 221677,17 225904,42 198113,34 208419,77 192759,65
LITIO 144,71 265,94 177,03 155,52 143,83 174,78 220,93 138,08 203,52 131,60
MAGNESIO 1320305,55 991524,16 794219,33 1278516,25 1351249,13 1566468,54 1625791,24 1209629,60 1044533,38 1084951,18
MANGANESO 20722,51 17813,57 14554,68 18282,57 29083,99 37501,04 41720,87 22166,78 19919,37 19047,07
MOLIBDENO 58,09 48,24 21,32 17,86 24,98 26,67 31,59 15,50 29,82 15,35
NIOBIO 7,82 6,02 5,04 4,94 3,77 4,49 4,97 4,30 4,65 4,62
NIQUEL 64,83 59,99 29,25 26,92 57,63 52,41 50,44 31,07 24,10 25,93
PLOMO 15,30 13,28 26,22 21,83 63,96 73,05 100,09 15,00 92,04 21,63
POTASIO 42358193,16  29652798,64 25778298,06 43894673,42 41169137,60 46708593,26  45810509,16 42361622,51  37791595,46  40960186,13
RUBIDIO 558,10 462,96 372,83 548,50 648,80 625,31 588,49 589,02 565,00 556,41
SELENIO 1,00 2,62 1,24 1,28 1,36 1,94 2,82 1,06 2,32 0,82
SODIO 16701509,00  17972970,00 17743361,34  17660021,89 9331188,95  13626569,43 15603281,33  14857309,63  13061627,50  14587364,56
TANTALO 0,54 0,81 0,54 0,57 0,55 0,62 0,66 0,46 0,92 0,58
TITANIO 137735,65 166064,18 141988,01 153113,98 89850,73 129583,38 150583,75 123731,08 130628,39 119665,36
TORIO 2,48 12,24 3,54 2,61 8,05 8,49 10,15 2,24 9,46 2,30
URANIO 0,14 0,12 0,06 0,05 0,04 0,09 0,06 0,04 0,06 0,05
VANADIO 8,19 9,02 7,71 9,07 6,72 7,49 8,19 8,21 8,48 7,18
WOLFRAMIO 7,97 9,60 2,83 3,06 11,39 7,49 2,78 4,34 4,16 3,18
YTRIO 12,46 22,58 14,81 13,74 13,53 15,68 18,55 11,78 17,28 11,35
ZIRCONIO 1113,95 1986,89 1345,42 1209,79 1233,96 1412,46 1654,99 1017,70 1502,24 989,47
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Tabla 4.2.- (Continuacién). Contenido metdlico en las muestras de orujo expresado en ng Kg

0-34 0-35 0-36 0-38 0-39 0-40 O-41 0-44 0-45 0-46
ALUMINIO 154084,69 184514,80 203539,87 244974,96 499742,33 537380,79 624015,53 424025,10 267564,25 242069,18
ARSENICO 3,10 6,08 5,39 5,83 7,57 3,47 7,26 8,95 6,30 3,55
BARIO 340,55 694,56 585,16 666,31 895,60 367,13 695,21 1070,78 714,62 377,76
CALCIO 4681036,84 4645255,86 6200687,08 4807817,77 3893781,89 4620904,11 4192223,44 4340795,46 3289185,24 3785901,85
CESIO 8,13 10,44 28,66 9,18 32,76 11,04 9,35 13,88 14,28 12,80
CINC 139,79 150,50 162,18 480,30 203,78 252,87 246,93 212,92 229,08 233,06
COBALTO 14,55 8,92 9,98 55,19 13,65 25,78 37,18 12,39 21,26 29,62
COBRE 212,09 196,40 261,98 549,05 496,03 561,23 750,41 743,51 616,73 476,34
CROMO 58,65 39,31 37,26 627,87 90,87 83,41 139,14 77,35 72,90 65,66
ESCANDIO 73,72 75,67 66,36 356,33 101,81 103,76 78,72 114,38 108,54 102,86
ESTANO 1,49 2,62 3,09 145,47 5,07 3,65 4,51 6,64 4,96 3,44
ESTRONCIO 224,76 239,98 251,48 501,71 294,04 288,20 327,40 385,84 272,96 162,58
GALIO 35,28 65,18 53,58 60,40 72,64 35,17 66,18 86,19 62,72 36,69
HAFNIO 20,06 29,82 25,64 26,60 37,92 23,75 27,59 44,22 34,24 24,48
HIERRO 172678,79 203641,95 223433,32 258890,08 517599,68 579447,08 644235,99 459896,22 290750,40 264562,10
LITIO 127,67 192,39 162,12 318,71 291,19 187,60 203,91 328,15 251,05 175,37
MAGNESIO 1047536,98 1125782,20 1445867,11 1413227,83 1861983,60 2045450,29 2441513,27 1930445,31 1294776,72 1290309,71
MANGANESO 18904,19 24210,84 28483,03 24701,66 44065,10 42635,83 44347,87 50478,29 29105,44 23098,07
MOLIBDENO 17,47 28,06 23,56 453,25 60,92 18,48 28,13 43,81 31,36 18,04
NIOBIO 3,77 4,31 3,74 3,97 9,42 5,29 5,05 6,84 6,00 5,09
NIQUEL 25,48 31,33 32,36 2058,28 99,07 65,57 93,19 48,65 56,70 63,09
PLOMO 29,57 87,24 68,25 74,35 112,79 147,85 122,36 194,20 84,62 32,17
POTASIO 38544836,00  40032779,55  50775541,03  40298494,177  53435982,67  63396351,29  52835447,16  50665314,53  41946397,15  50424882,57
RUBIDIO 569,78 723,70 776,76 1763,93 510,57 627,01 553,57 516,87 637,20 737,27
SELENIO 1,13 2,03 1,97 2,44 2,29 1,42 2,23 2,93 2,14 1,37
SODIO 12312050,55 12884890,66  12446749,57 11519035,24 21447415,16 21915000,70  13090249,36  22478800,15 16069469,70 18098045,94
TANTALO 0,46 0,61 0,72 0,53 0,96 0,61 0,66 0,82 1,06 0,72
TITANIO 108706,48 130836,73 132666,12 120319,81 225375,28 202661,01 151722,85 224116,16 149498,21 145364,93
TORIO 3,26 9,21 7,76 7,80 11,20 7,80 9,02 13,02 7,59 2,52
URANIO 0,01 0,03 0,03 0,05 0,09 0,04 0,03 0,07 0,13 0,04
VANADIO 6,69 7,60 7,09 8,56 15,18 15,38 17,63 15,44 12,14 9,21
WOLFRAMIO 5,34 12,11 9,06 32,78 19,74 23,37 14,31 16,40 18,73 20,23
YTRIO 10,81 16,10 13,63 14,84 22,66 14,88 17,99 26,39 20,42 14,55
ZIRCONIO 963,24 1428,89 1210,78 2688,65 1901,76 172,86 1383,46 2216,98 1726,99 1213,45
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Tabla 4.2. -(Continuacién). - Contenido metélico en las muestras de orujo expresado en ng Kg

0-46 0-47 0-48 0-49 0-50 O-51 0-52 0-53 0-54 0O-55
ALUMINIO 242069,18 366416,21 277798,86 336733,81 286409,79 251411,17 262344,67 2395502,37 2447153,88 2609025,78
ARSENICO 3,55 6,09 7,51 4,47 2,82 8,71 8,58 3,91 7,50 5,31
BARIO 377,76 644,14 808,87 451,25 553,63 690,91 707,48 560,28 743,64 483,26
CALCIO 3785901,85 5063135,04 3931146,40 4573908,05 4198875,61 2520274,93 2924875,50 1795778,30 1920030,08 2473552,39
CESIO 12,80 33,43 30,49 40,80 10,00 18,11 13,32 8,78 10,12 7,51
CINC 233,06 216,91 239,96 195,33 154,22 313,94 262,53 232,30 195,32 184,70
COBALTO 29,62 20,55 21,22 20,73 19,42 44,58 38,63 85,16 67,03 55,81
COBRE 476,34 501,58 533,71 488,00 386,16 707,54 583,11 518,59 439,41 407,47
CROMO 65,66 72,74 73,85 72,13 206,01 251,11 162,10 2457,28 2036,84 1629,93
ESCANDIO 102,86 94,39 104,30 84,10 132,78 162,89 114,93 113,83 104,20 73,38
ESTANO 3,44 3,77 4,44 3,08 2,16 2,94 2,53 2,68 4,18 2,55
ESTRONCIO 162,58 174,54 198,82 150,06 145,65 175,78 138,46 204,06 200,02 165,00
GALIO 36,69 56,14 69,53 41,32 28,58 61,51 56,34 25,10 48,04 32,25
HAFNIO 24,48 29,32 35,46 23,60 17,12 28,76 26,67 17,55 33,42 22,22
HIERRO 264562,10 387731,88 299695,61 365078,44 307468,38 272540,27 289674,66 2422452,29 2551630,22 2619768,16
LITIO 175,37 214,04 252,70 170,17 240,47 232,23 210,68 155,85 257,58 161,90
MAGNESIO 1290309,71 1542706,26 1317066,46 1255604,01 1275281,55 1280955,74 1262152,58 13261732,10  13758776,69 13747820,75
MANGANESO 23098,07 28258,67 22872,47 22363,50 17949,41 15706,39 20519,42 36896,99 40381,78 42631,54
MOLIBDENO 18,04 27,07 33,96 19,75 12,47 23,17 21,61 10,79 24,78 57,85
NIOBIO 5,09 5,20 5,85 4,46 3,51 6,34 4,77 4,45 5,65 4,48
NIQUEL 63,09 65,57 70,28 62,13 51,72 142,55 100,29 1618,33 1330,06 1217,17
PLOMO 32,17 78,80 104,60 48,68 151,84 106,49 172,45 29,79 99,73 72,99
POTASIO 50424882,57 60902641,63 47611867,27 51722237,34  43062746,78 38062074,89 50913034,67 33328131,80 35077247,20 46817101,24
RUBIDIO 737,27 677,63 801,04 555,52 598,53 659,15 487,18 371,36 334,83 314,93
SELENIO 1,37 1,69 2,60 1,41 1,12 2,48 2,25 1,19 2,25 1,48
soDIo 18098045,94 19717885,42  16668495,77 15195814,13  13034296,73 11406087,16 12939395,61 9856637,52 13818720,74 12729417,09
TANTALO 0,72 0,70 0,81 0,58 0,38 6,55 3,62 0,52 0,89 0,84
TITANIO 145364,93 185511,90 153708,16 132257,33 116757,01 88114,63 107780,35 96395,72 137136,99 131440,57
TORIO 2,52 6,74 8,86 4,15 1,87 7,02 8,42 2,65 10,67 6,56
URANIO 0,04 0,04 0,04 0,06 0,04 0,03 0,04 0,02 0,07 0,00
VANADIO 9,21 10,56 11,35 10,10 8,16 16,09 11,93 49,59 43,78 35,69
WOLFRAMIO 20,23 41,80 43,12 44,14 13,68 22,92 19,78 13,85 16,13 17,33
YTRIO 14,55 18,10 21,30 14,24 9,95 18,72 16,51 1,87 20,06 13,63
ZIRCONIO 1213,45 1521,72 1764,20 1157,66 1079,86 1498,97 1334,56 1102,57 1572,21 1001,41
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Tabla 4.2. -(Continuacién). - Contenido metélico en las muestras de orujo expresado en ng Kg™

0-56 0-57 0-58 0-59 0-60 0-61 0-62 0-63 0-64 0-65
ALUMINIO 3740802,27 3875009,00 1821612,74 575122,61 744629,38 3479217,84 3521464,32 3590138,55 596915,35 466092,65
ARSENICO 1,07 3,09 4,46 3,28 7,76 4,87 4,93 3,14 5,54 3,36
BARIO 1083,44 548,32 418,21 326,43 802,74 501,42 517,71 409,22 525,96 282,57
CALCIO 3052257,43 2878287,71 1926190,56 1655907,10 2143955,15 2483689,90 2290501,67 2433592,35 3041327,69 2680124,46
CESIO 13,51 5,94 7,64 9,12 10,91 8,87 8,86 6,31 9,86 8,42
CINC 213,60 172,91 131,28 152,25 175,60 157,43 125,18 132,20 116,24 97,27
COBALTO 80,97 82,64 37,32 18,40 74,82 70,79 51,75 67,76 16,05 17,66
COBRE 422,27 340,11 269,34 369,50 282,56 208,34 164,94 183,26 175,08 145,23
CROMO 2640,24 2296,07 964,40 1325,63 2405,60 2270,18 1741,34 2033,39 95,35 82,67
ESCANDIO 119,72 59,92 58,02 62,37 82,63 52,47 48,84 35,00 54,45 47,85
ESTANO 3,45 1,25 1,83 1,81 2,77 2,11 1,92 1,50 2,15 1,91
ESTRONCIO 216,31 125,50 136,57 166,41 179,22 79,77 75,08 56,95 210,28 191,41
GALIO 58,77 14,71 25,93 22,56 44,25 30,32 28,64 18,63 28,89 17,35
HAFNIO 46,46 11,94 20,81 20,84 34,98 21,87 22,42 13,19 24,09 17,57
HIERRO 3817253,95 3911941,34 1815630,70 604181,26 782252,53 3643902,03 3526671,19 3592154,20 631783,87 486838,36
LITIO 331,44 138,02 145,23 139,79 230,56 129,84 142,09 70,88 174,90 127,59
MAGNESIO 20639288,91 21751689,01 8934129,05 1343100,63 1738954,74 21723643,70  20373932,27  21044432,55 20929218,21 19085344,29
MANGANESO 49106,65 47909,48 32263,63 26029,31 33700,97 33990,96 34535,74 36104,67 32558,53 26825,32
MOLIBDENO 34,93 6,90 13,16 11,32 24,06 15,38 15,85 9,09 15,35 9,60
NIOBIO 7,05 2,01 3,74 4,32 539 3,07 3,1 1,86 4,18 3,41
NIQUEL 1683,07 1436,83 919,31 1068,51 1552,61 1459,62 120,78 1287,97 74,56 59,97
PLOMO 123,78 41,76 59,43 28,15 122,61 82,23 79,26 58,41 74,95 23,44
POTASIO 56907369,62 51247398,41  35445553,74  36280061,61 46972939,06 46157988,86 45092804,32  46257046,52  49720958,87  44324763,87
RUBIDIO 424,10 311,38 255,58 288,17 372,59 319,89 271,56 281,18 566,56 494,33
SELENIO 2,86 0,93 1,37 1,28 2,32 1,37 1,42 0,95 1,56 0,88
SODIO 21866425,01 10471983,54  13853238,68  15005615,96 19428244,22 13211273,93  15552250,86 8044967,16 16661541,81  15609777,68
TANTALO 1,00 1,42 0,51 0,58 0,78 0,60 0,49 0,47 0,58 0,46
TITANIO 194618,32 109474,88 129029,34 133078,40 172300,80 112212,12 124972,1 76460,03 138241,73 111692,03
TORIO 15,02 1,70 5,32 2,90 11,40 7,09 7,00 4,13 6,68 2,41
URANIO 0,03 0,01 0,00 0,03 0,02 0,00 0,02 0,02 0,00 0,03
VANADIO 51,43 38,97 24,99 19,70 44,92 30,93 24,82 25,81 14,22 1,13
WOLFRAMIO 21,32 18,25 13,17 15,11 19,95 8,46 5,92 8,12 74,48 57,91
YTRIO 27,47 7,90 12,43 12,43 20,19 11,74 12,34 6,86 15,67 11,26
ZIRCONIO 2158,08 1719,19 798,31 1153,03 1568,27 961,61 977,18 834,95 1072,32 762,40
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Tabla 4.2. -(Continuacién). - Contenido metélico en las muestras de orujo expresado en ng Kg™

0-66 0-67 0-69 0-70 0O-71 0-72 0-73 0-74 0-75 0-77
ALUMINIO 577495,35 560129,32 1038421,79 687428,60 1090517,54 1279876,96 1240050,29 1307795,90 965044,00 1296994,24
ARSENICO 6,87 6,32 5,75 3,06 12,72 2,87 11,84 9,58 22,39 5,13
BARIO 732,38 657,63 633,63 540,16 1051,93 1467,28 1786,21 1361,18 5544,84 474,76
CALCIO 4011015,09 3254233,25 4748382,89 4605616,68 5278943,52 5938404,70 4880373,35 4542509,54 4319836,07 6391143,26
CESIO 10,19 10,27 9,21 6,30 18,80 18,89 36,06 36,02 46,49 10,05
CINC 123,38 151,51 132,22 146,10 151,11 154,66 126,32 112,61 134,05 95,96
COBALTO 14,00 12,30 744 13,32 10,30 40,49 47,18 57,83 11,30 17,75
COBRE 178,58 148,32 132,79 131,97 152,93 175,58 153,14 152,42 161,30 115,83
CROMO 64,36 75,83 55,72 51,97 145,55 121,55 187,85 203,93 138,21 66,31
ESCANDIO 56,16 50,52 44,38 32,68 88,82 153,49 196,92 212,08 194,32 22,47
ESTANO 2,33 3,65 3,00 2,21 5,22 5,36 7,67 6,92 11,29 1,38
ESTRONCIO 259,02 207,61 188,98 165,32 279,33 333,86 424,89 445,00 453,12 189,33
GALIO 36,66 41,00 37,12 20,85 74,30 22,65 82,03 71,06 129,89 29,65
HAFNIO 29,01 27,02 26,26 14,29 61,00 57,45 95,66 80,83 135,42 15,00
HIERRO 600182,68 573746,35 1054551,75 712352,03 1158022,07 1301114,72 1368856,15 1412644,82 1063626,74 1352568,32
LITIO 211,67 180,11 170,95 153,15 383,77 743,18 693,03 652,73 1034,83 80,07
MAGNESIO 4618968,72  24735060,42 9047174,74 5446912,86 6844598,70 14019358,12  10326054,08 10689332,95 7163865,97 5989259,76
MANGANESO 18781,06 29133,39 24148,06 21513,04 27541,06 26854,67 25402,98 23757,60 21939,27 30121,37
MOLIBDENO 19,45 18,20 18,30 8,28 80,95 46,38 63,15 52,50 117,40 10,23
NIOBIO 4,27 7,06 5,59 4,56 11,92 7,88 23,58 24,41 26,87 4,09
NIQUEL 59,48 34,55 27,00 25,1 98,56 53,86 57,40 64,70 36,66 45,86
PLOMO 128,13 88,26 85,15 27,49 178,86 67,90 245,90 66,22 182,99 87,26
POTASIO 44708826,57 52808842,88  54914342,79  50204023,14  57527704,78  57567345,70  62763868,53  58159455,40  42683814,79  49281797,90
RUBIDIO 545,26 555,60 469,95 440,90 554,69 651,35 510,44 455,65 435,05 469,60
SELENIO 2,10 1,52 1,82 0,53 2,86 0,73 2,61 2,20 5,04 1,25
soDIo 10770258,75  15224098,57 15224775,19  16079531,39 36186401,13 2714022,38  78329632,36  75308076,47  84544381,17 9516713,80
TANTALO 0,63 1,98 1,00 1,07 1,19 3,77 1,30 1,07 1,07 0,46
TITANIO 126800,09 128858,71 231370,37 190571,43 401464,33 237407,33 681000,22 612801,63 751042,90 247905,75
TORIO 9,34 9,49 9,14 3,20 20,48 3,70 18,62 10,84 42,36 5,65
URANIO 0,02 0,05 0,05 0,05 0,23 0,07 0,28 0,18 0,05 0,06
VANADIO 13,30 33,73 21,85 19,61 38,73 39,00 64,20 72,29 55,81 20,38
WOLFRAMIO 40,95 23,92 20,96 21,91 23,33 26,59 22,74 23,41 17,06 29,72
YTRIO 18,21 17,71 16,01 8,92 38,49 6,87 64,04 59,71 95,08 11,55
ZIRCONIO 1280,16 1181,98 1177,29 880,69 1554,31 4005,91 4934,93 4534,77 7454,80 658,87
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Tabla 4.2. -(Continuacién). - Contenido metélico en las muestras de orujo expresado en ng Kg™

0-78 0-79 0-80 0-81 0-88 0-89 0-90 0-91 0-92 0-93
ALUMINIO 1260617,33 703836,55 810807,70 1123219,38 1188920,78 443787,24 536763,47 241204,22 516724,18 388267,94
ARSENICO 7,65 1,94 2,64 4,84 13,99 4,17 11,90 3,21 9,52 6,30
BARIO 470,75 172,76 272,34 601,72 2210,18 2035,95 2165,14 1737,96 1738,50 1132,09
CALCIO 6533255,29 6331290,00 6638649,93 6029980,47 6382697,10 7889690,56 7993659,44 7935705,76 7039265,13 6572375,79
CESIO 23,24 8,03 9,62 19,70 28,74 21,46 29,68 11,52 24,97 20,74
CINC 95,93 77,62 66,64 76,31 111,10 77,12 97,29 81,13 78,70 68,86
COBALTO 18,65 21,62 16,48 25,23 13,58 36,36 10,90 9,50 8,54 13,32
COBRE 133,06 92,48 105,06 101,51 135,25 96,64 121,26 88,67 91,65 87,67
CROMO 83,44 38,93 40,26 84,53 75,70 69,78 54,20 18,88 45,33 42,96
ESCANDIO 54,16 14,93 14,95 49,06 81,58 71,43 78,50 19,25 59,28 50,42
ESTANO 2,62 0,61 0,78 1,63 5,28 1,61 5,18 0,93 3,61 2,40
ESTRONCIO 285,24 138,63 143,76 199,50 321,55 224,99 325,64 175,82 259,93 216,92
GALIO 46,75 11,43 16,87 30,71 83,43 31,83 69,52 22,79 54,61 40,73
HAFNIO 57,86 591 8,65 32,87 92,13 49,65 82,57 17,41 67,02 48,76
HIERRO 1331956,56 719618,90 822929,39 1174750,96 1243466,64 536421,89 641860,51 283986,06 629862,16 469252,84
LITIO 138,09 34,20 41,67 160,97 444,54 238,13 452,70 214,64 341,41 238,61
MAGNESIO 5690638,71 4125137,96 4209951,26 3823023,94 4046647,23 1699850,69 1723787,01 1751380,37 1533304,18 1400414,47
MANGANESO 31075,42 24486,53 24501,72 25977,16 27496,66 26808,81 29380,81 25650,48 28273,87 22476,11
MOLIBDENO 31,63 3,26 5,67 17,15 67,65 26,28 59,16 12,30 49,21 33,27
NIOBIO 12,65 2,35 2,44 7,53 14,30 9,66 12,57 2,54 10,04 7,63
NIQUEL 36,88 20,55 18,04 34,82 18,53 18,11 13,22 5,64 10,16 9,97
PLOMO 88,83 35,69 50,47 68,89 59,06 52,35 51,22 64,08 34,08 16,39
POTASIO 61428609,53 44588976,02  45617903,51 46380605,57 49093584,65  75159906,40  72049038,19 61447558,17 67377243,31 59381572,43
RUBIDIO 490,60 428,71 433,20 467,83 549,34 509,47 563,21 518,73 491,32 463,50
SELENIO 1,77 0,48 0,73 1,23 2,98 0,90 2,69 0,92 2,10 1,36
SoDIo 53093422,84 6609298,55 6094015,87  29408961,41 31129204,09  64071759,60  73841203,40 15635115,26  65965113,94 51698664,92
TANTALO 0,54 0,23 0,53 0,47 1,67 0,98 1,40 0,36 1,09 0,84
TITANIO 520028,96 155458,05 183718,26 388164,18 410869,39 499232,39 674036,53 153122,26 601867,46 437082,94
TORIO 9,13 1,18 3,21 5,33 31,85 5,59 26,35 5,52 21,63 13,02
URANIO 0,45 0,03 0,04 0,04 0,04 0,03 0,02 0,04 0,43 0,05
VANADIO 30,48 11,58 11,85 22,73 18,68 13,49 17,29 4,85 13,41 10,72
WOLFRAMIO 40,75 14,15 14,17 26,59 7,19 4,16 4,53 2,19 3,40 2,85
YTRIO 35,94 5,32 6,44 20,63 54,52 28,22 50,81 9,66 41,60 29,04
ZIRCONIO 1143,50 197,89 284,30 1257,45 4457,89 2335,00 4093,57 3372,09 3253,76 2318,73
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Tabla 4.2. -(Continuacién). - Contenido metalico en las muestras de orujo expresado en ng Kg”

0-94 0-95 0-96
ALUMINIO 289044,62 389046,68 391129,62
ARSENICO 2,94 1,33 1,78
BARIO 1430,17 1424,63 1351,21
CALCIO 7556601,83 8356571,51 8921956,05
CESIO 11,45 12,16 9,79
CINC 71,78 71,77 70,83
COBALTO 9,66 15,51 11,32
COBRE 92,17 83,22 86,51
CROMO 16,21 24,67 31,26
ESCANDIO 17,04 19,58 25,23
ESTANO 0,76 0,32 0,66
ESTRONCIO 139,84 176,81 163,28
GALIO 21,39 11,07 11,94
HAFNIO 15,12 11,37 8,12
HIERRO 302599,19 413659,02 404220,69
LITIO 215,08 206,67 176,79
MAGNESIO 1629981,81 1891121,48 1934514,04
MANGANESO 22382,16 26090,00 26866,13
MOLIBDENO 24,84 21,55 19,70
NIOBIO 2,12 2,17 1,27
NIQUEL 5,55 6,65 5,83
PLOMO 58,30 20,02 33,32
POTASIO 57710669,29 70720655,13  68047850,85
RUBIDIO 471,74 568,95 516,28
SELENIO 1,24 0,26 0,76
SODIO 15076154,59 17698955,12 8500731,27
TANTALO 0,31 0,28 0,18
TITANIO 140197,27 153001,21 100652,38
TORIO 4,74 1,31 2,51
URANIO 0,03 0,06 0,03
VANADIO 3,87 5,42 4,74
WOLFRAMIO 1,92 2,85 5,13
YTRIO 8,19 6,23 4,53
ZIRCONIO 2117,89 2023,96 1676,43
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Tabla 4.3.- Contenido metdlico en las muestras de aceite expresado en ng Kg”

A-1 A-2 A-3 A-4 A-5 A-6 A-7 A-10 A-11 A-12 A-13 A-14 A-15
ALUMINIO 724,39 406,01 218,76 550,92 415,28 195,43 41,31 212,18 209,18 309,73 539,75 82,77 61,73
ARSENICO 12,28 10,82 1,39 11,44 10,55 8,64 0,54 9,62 0,39 8,85 9,94 8,46 0,09
BARIO 19,28 16,54 2,96 15,00 10,38 9,31 0,00 23,44 10,36 10,86 12,67 16,78 0,00
CALCIO 4810,31 5653,77  17610,59  16538,03 2391,26 3502,83 373,45 7758,74  8946,60 8245,06 7381,84 6673,91 5832,01
CESIO 2,94 1,06 0,16 0,05 0,00 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01
CINC 390,80 389,57 250,49 451,40 132,09 174,54 0,00 514,64 113,34 368,05 188,92 332,66 0,00
COBALTO 20,77 7,57 10,43 9,23 6,11 6,28 9,90 4,06 4,35 1,97 2,29 3,87 3,47
COBRE 81,58 57,69 38,30 80,00 43,61 42,99 29,49 48,13 38,31 46,34 49,89 46,11 28,43
CROMO 119,92 300,11 73,98 165,26 120,95 31,10 33,90 204,55 33,41 111,00 132,82 112,75 17,91
ESCANDIO 2,15 1,81 0,08 1,74 1,99 2,02 0,00 1,94 0,00 1,88 1,90 2,17 0,00
ESTANO 47,58 33,95 35,95 26,18 23,36 18,32 17,32 15,53 14,68 14,72 18,75 11,68 23,35
ESTROCIO 6,19 8,32 0,00 30,86 8,24 3,91 0,00 7,87 0,00 5,28 18,88 4,34 0,00
GALIO 4,61 3,26 0,73 3,07 2,08 1,82 0,00 4,23 1,57 2,18 2,60 17,41 0,00
HAFNIO 0,25 0,18 0,31 0,16 0,12 0,15 0,19 0,16 0,16 0,14 0,12 0,09 0,06
HIERRO 772,71 481,67 543,80 711,63 371,25 350,22 261,48 324,20 456,63 415,79 672,38 325,27 287,90
LITIO 8,99 4,12 11,01 16,10 5,88 8,89 2,92 9,80 6,93 3,44 4,56 3,05 3,71
MAGNESIO 994,59 577,76 970,61 1191,28 495,68 951,54 820,97 881,21 1509,47 1503,22 1440,46 1241,38 1419,25
MANGANESO 176,92 182,31 6,15 194,63 180,19 174,61 0,00 162,01 5,04 184,25 185,08 179,33 108,13
MOLIBDENO 195,47 227,38 23,51 35,79 16,48 8,30 0,00 102,21 0,00 7,23 7,06 4,68 0,00
NIOBIO 2,34 3,31 4,26 1,30 0,72 0,51 0,83 1,31 0,00 0,38 0,35 0,30 0,00
NIQUEL 172,35 98,73 315,46 154,90 81,80 60,37 57,12 444,82 81,44 40,43 51,35 37,74 44,52
PLOMO 72,77 55,93 93,70 52,85 40,18 87,98 86,16 35,12 46,52 22,44 19,20 26,71 32,07
POTASIO 10013,30 3939,24  23730,57 9389,35 3166,49 13999,43 16774,30  12149,02 19313,71 9190,77 8310,12 7699,54 8883,83
RUBIDIO 12,81 11,48 2,15 12,48 6,71 6,77 1,12 6,28 2,66 3,00 1,78 0,23 1,18
SELENIO 17,04 17,60 3,57 19,08 18,44 14,83 3,09 15,72 2,82 14,91 18,40 14,75 2,24
SOoDIO 36782,57 21877,23 21521,92  19489,70 12751,61 11348,58  12865,27 9075,09 13639,31 7011,31 6594,19 6147,36 8292,60
TANTALO 1,85 0,80 1,15 0,59 0,37 0,35 0,24 0,49 0,11 0,31 0,24 0,25 0,02
TITANIO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TORIO 0,23 0,10 0,02 0,11 0,10 0,08 0,00 0,06 0,00 0,07 0,17 0,06 0,00
URANIO 0,06 0,05 0,06 0,06 0,05 0,03 0,01 0,03 0,00 0,03 0,06 0,03 0,00
VANADIO 23,16 23,84 5,86 25,25 21,92 15,14 4,55 21,69 3,71 19,43 23,59 19,42 3,69
WOLFRAMIO 15,62 12,09 155,61 8,24 4,69 49,27 90,08 3,46 49,99 4,89 2,35 1,55 33,26
YTRIO 0,25 0,18 0,15 0,31 0,16 0,13 0,03 0,13 0,03 0,25 0,27 0,12 0,05
ZIRCONIO 5,39 5,93 8,16 7,00 5,81 7,36 5,52 7532 4,96 6,55 5,42 4,51 1,87
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Tabla 4.3. -(Continuacién). - Contenido metalico en las muestras de aceite expresado en ng Kg”

A-16 A-17 A-18 A-19 A-20 A-21 A-22 A-23 A-24 A-25 A-27 A-28 A-29 A-30
ALUMINIO 314,27 3060,62 3271,27 1923,98 2766,75 2161,70 2923,47 3112,82 1802,77 1996,98 628,41 336,74 351,33 277,22
ARSENICO 8,48 12,74 10,45 9,84 9,42 2,54 9,33 9,79 10,84 8,67 6,42 7,13 0,40 8,21
BARIO 9,81 222,40 66,46 34,34 39,38 45,79 60,55 39,36 38,91 17,13 45,42 10,45 1,73 10,93
CALCIO 5549,64  22027,89  22528,74 14399,31  15749,86  23732,46  23810,23 17521,77 18376,51 23572,91 10123,75 7644,60 5781,38 9544,95
CESIO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00
CINC 340,89 774,63 681,02 455,32 573,94 143,82 452,93 420,13 311,87 354,63 174,34 262,75 15,66 351,46
COBALTO 3,46 9,50 7,84 5,98 9,97 8,23 8,10 10,56 7,94 18,22 7,91 5,86 9,35 6,49
COBRE 39,71 146,10 101,87 82,62 85,29 88,68 104,99 67,20 85,81 48,50 26,57 24,15 33,44 35,06
CROMO 82,75 450,74 182,64 109,31 75,95 29,04 420,02 87,06 125,04 447,39 237,64 102,73 56,04 73,57
ESCANDIO 1,54 2,25 1,49 1,20 1,53 0,91 1,82 1,69 0,77 1,58 0,70 0,78 0,00 0,96
ESTANO 11,96 16,95 14,16 10,75 8,95 75,29 11,90 8,56 9,75 7,10 4,45 51 8,56 7,42
ESTROCIO 4,27 37,81 19,69 29,01 16,61 48,51 32,14 24,52 26,30 13,02 12,19 5,55 0,00 7,51
GALIO 1,92 16,98 13,40 6,87 8,04 7,86 11,44 7,90 7,39 3,95 8,39 2,12 1,91 1,94
HAFNIO 0,05 0,35 0,14 0,09 0,15 0,44 0,15 0,10 0,11 0,05 0,06 0,05 0,09 0,30
HIERRO 300,55 3018,30 3400,66 1802,01 2742,71 2432,54 2876,90 1912,25 1867,32 2147,13 665,22 643,19 509,20 366,34
LITIO 2,74 6,81 4,80 8,31 6,12 11,90 9,95 15,83 18,46 7,79 5,27 3,63 4,04 5,32
MAGNESIO 1280,95 1317,13 1615,38 957,23 162,60 1390,89 1427,21 698,80 1129,51 1217,70 877,68 538,85 708,55 544,06
MANGANESO 181,12 242,60 265,64 182,66 207,18 64,59 225,33 172,55 198,58 208,27 194,86 167,93 8,72 152,78
MOLIBDENO 4,34 256,52 267,09 94,62 55,52 0,00 627,42 107,16 99,22 516,42 206,65 55,67 0,00 8,31
NIOBIO 0,24 6,78 3,37 2,05 1,70 4,52 14,72 0,50 0,42 33,86 1,86 0,56 0,05 1,60
NIQUEL 32,52 123,97 70,62 112,86 58,86 76,17 102,03 46,86 35,95 212,24 329,36 223,38 79,35 25,77
PLOMO 28,53 80,54 91,45 61,72 107,01 69,28 46,91 47,40 36,52 49,53 41,51 35,21 84,56 54,35
POTASIO 6963,02 5747,14 7704,21 4313,40 4889,79 5941,26 9279,01 9301,36 7937,16 7913,08 1893,32 3066,78 1968,32 2211,39
RUBIDIO 0,00 0,45 0,00 0,00 0,00 4,19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,88 0,00
SELENIO 14,12 16,25 15,24 13,21 14,22 2,85 13,35 12,62 14,62 13,95 11,01 11,29 3,74 14,57
SODIO 4752,77 13337,73  12362,09 8559,52 11158,51  12984,89  10004,82 9533,24 9060,99 9363,84 3151,63 4268,87 3651,72 5985,04
TANTALO 0,17 1,80 0,50 0,53 0,38 0,66 0,46 0,39 0,67 0,15 0,20 0,23 0,12 2,42
TITANIO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TORIO 0,03 0,48 0,24 0,16 0,37 1,36 0,47 0,20 0,23 0,10 0,11 0,08 0,14 0,25
URANIO 0,03 0,23 0,16 0,11 0,14 0,79 0,22 0,14 0,12 0,06 0,05 0,04 0,09 0,06
VANADIO 19,17 28,85 23,91 23,05 23,22 9,77 23,26 21,81 24,77 18,76 16,15 16,00 3,98 19,54
WOLFRAMIO 1,13 13,27 6,15 12,97 11,19 57,59 7,94 549 4,87 3,08 1,76 0,97 21,35 5,34
YTRIO 0,11 1,03 0,63 0,52 0,77 1,55 0,94 0,56 0,57 0,23 0,20 0,17 0,14 0,22
ZIRCONIO 2,59 7,37 4,20 2,95 4,91 12,39 6,41 3,95 3,73 2,72 2,57 2,31 2,83 3,18
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Tabla 4.3. -(Continuacién). - Contenido metalico en las muestras de aceite expresado en ng Kg”

A-33 A-34 A-35 A-36 A-38 A-39 A-40 A-41 A-44 A-45 A-46 A-47 A-48 A-49
ALUMINIO 478,65 707,61 143,65 630,72 337,47 559,66 294,07 551,63 312,42 217,93 623,24 157,23 90,99 179,75
ARSENICO 7,99 0,16 7,40 7,85 8,06 7,54 7,98 7,51 8,06 1,28 8,58 1,33 8,20 10,59
BARIO 22,83 2,87 10,44 11,95 12,00 12,99 9,27 10,45 23,26 11,63 10,57 0,00 7,39 13,99
CALCIO 9982,45 5806,94 7127,65 7397,68  10338,28  13938,36 11518,23 9806,52 3474,33  4069,86 3378,01 2019,83 1612,53 2324,00
CESIO 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00 0,23 0,00 0,00
CINC 450,44 17,79 153,20 300,67 350,16 221,36 258,03 265,36 177,43 93,68 107,29 0,00 182,47 231,66
COBALTO 20,47 9,51 7,74 9,63 9,38 10,59 8,14 9,24 56,00 11,30 6,41 11,25 5,61 7,40
COBRE 51,62 36,79 26,06 31,47 27,41 26,38 21,22 23,52 44,54 39,97 26,30 23,08 25,84 60,27
CROMO 70,64 87,61 97,41 78,10 82,10 84,56 69,17 68,09 292,33 280,44 109,32 28,76 101,76 101,90
ESCANDIO 0,81 0,00 0,89 0,79 1,15 1,08 0,79 0,91 0,94 0,00 0,70 0,00 0,40 0,54
ESTANO 4,95 8,09 7,12 10,47 13,70 13,32 12,57 10,55 8,40 4,60 8,48 4,73 6,64 8,13
ESTROCIO 8,34 0,00 5,12 5,30 9,45 32,24 4,75 4,90 9,39 0,00 4,66 0,00 5,40 9,05
GALIO 4,40 0,20 1,80 2,04 2,40 2,67 1,66 1,95 5,44 1,50 1,95 0,00 1,35 2,44
HAFNIO 0,07 0,10 0,09 0,11 0,08 0,07 0,06 0,06 0,29 0,11 0,13 0,12 0,09 0,09
HIERRO 647,66 649,61 510,53 656,64 625,93 757,82 501,33 770,49 654,77 560,25 594,37 351,28 469,27 745,44
LITIO 3,10 2,85 7,28 2,27 2,78 7,78 3,19 3,89 3,46 5,61 3,38 2,54 0,85 2,77
MAGNESIO 1079,82 992,90 859,26 601,04 557,54 722,96 560,38 380,75 556,55 740,20 621,68 402,11 358,90 426,98
MANGANESO 173,15 22,47 182,82 177,93 171,26 168,07 186,12 173,48 247,02 171,87 187,95 20,69 166,64 180,95
MOLIBDENO 121,33 80,35 28,17 22,08 10,80 10,87 6,95 7,14 241,20 412,56 151,16 0,00 38,74 43,48
NIOBIO 42,87 0,52 0,43 0,45 0,24 0,22 0,19 0,19 174,83 3,1 1,42 0,00 0,53 0,61
NIQUEL 101,73 487,42 90,44 78,23 50,85 63,95 38,00 42,38 171,33 1711,46 192,90 143,82 67,02 151,32
PLOMO 53,08 163,27 56,91 62,61 60,20 52,46 52,65 57,42 58,95 131,31 51,16 102,56 41,94 66,82
POTASIO 2223,19 3235,96 3848,32 1797,11 5419,51 5278,74 5182,76 5932,74 6782,62 8043,67 6723,47 2868,06 1753,01 1905,02
RUBIDIO 0,68 7,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,69 0,00 0,23 0,00 0,00
SELENIO 12,75 3,02 12,53 13,30 13,55 13,36 14,41 13,30 13,82 2,87 14,03 3,25 13,86 15,90
SODIO 5087,12 5995,02 3257,39 5325,85 1471,60 2205,56 1560,35 1905,08 1967,35 2952,08 1218,64 2276,72 3076,70 2142,81
TANTALO 0,25 0,03 0,28 0,39 0,19 0,16 0,19 0,17 2,17 0,00 0,90 0,00 0,40 0,36
TITANIO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TORIO 0,08 0,00 0,04 0,05 0,08 0,14 0,06 0,03 0,25 0,12 0,08 0,03 0,05 0,08
URANIO 0,05 0,01 0,03 0,03 0,05 0,09 0,04 0,03 0,07 0,13 0,04 0,04 0,04 0,06
VANADIO 18,21 3,81 17,48 19,12 19,16 19,63 20,16 18,68 21,20 4,63 20,57 3,78 18,61 23,74
WOLFRAMIO 4,60 21,63 0,99 2,02 0,62 1,33 0,47 0,42 11,33 16,53 1,72 15,80 0,81 2,45
YTRIO 0,18 0,05 0,13 0,15 0,29 0,33 0,16 0,15 0,25 0,26 0,13 0,06 0,12 0,21
ZIRCONIO 2,36 2,60 2,67 2,96 3,28 3,17 2,90 2,85 3,92 3,42 2,64 3,78 2,39 3,17
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Tabla 4.3. -(Continuacién). - Contenido metalico en las muestras de aceite expresado en ng Kg”

A-50 A-51 A-52 A-53 A-54 A-55 A-56 A-57 A-58 A-59 A-60 A-61 A-62 A-63
ALUMINIO 386,26 275,80 269,92 264,20 341,86 313,60 102,94 122,23 327,67 441,38 263,74 180,93 131,30 255,27
ARSENICO 8,43 0,35 6,17 7,21 7,46 0,10 8,81 7,27 0,00 7,50 7,92 0,00 7,34 7,65
BARIO 9,14 0,00 9,08 8,19 12,79 0,00 7,67 7,08 0,00 7,36 9,72 0,00 6,56 6,73
CALCIO 2204,02 2926,94 2645,63 4861,80 7798,87 6202,88 6473,64 6494,79 7903,30 9762,83 7385,60 8696,49 7081,17 7869,30
CESIO 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CINC 117,20 0,00 263,71 236,23 224,91 0,00 200,77 176,27 0,00 208,12 249,27 0,00 318,01 177,93
COBALTO 5,70 7,85 13,70 14,45 12,1 7,90 12,72 7,79 10,55 8,56 15,17 6,57 5,98 4,65
COBRE 20,19 37,99 16,71 11,89 21,01 22,53 13,06 11,47 15,13 13,50 17,06 11,38 10,90 11,49
CROMO 66,51 12,97 3297,58 101,98 103,75 15,30 75,77 61,81 10,45 46,56 25,39 203,89 101,79 75,24
ESCANDIO 0,80 0,00 1,15 1,28 0,72 0,00 0,77 0,64 0,00 1,35 0,79 0,00 0,54 0,29
ESTANO 4,79 3,38 3,36 4,18 4,53 4,39 4,43 3,46 2,56 3,43 2,29 0,60 2,77 3,10
ESTROCIO 4,43 0,00 6,08 3,62 26,61 0,00 4,47 4,68 0,00 5,42 4,30 0,00 4,82 4,29
GALIO 1,73 0,00 1,88 1,43 2,53 0,00 1,44 1,31 0,00 1,28 2,23 0,00 1,10 1,14
HAFNIO 0,08 0,13 0,08 0,08 0,09 0,13 0,11 0,07 0,10 0,27 0,04 0,08 0,17 0,08
HIERRO 490,50 370,06 274,28 326,69 524,33 417,51 370,12 358,37 1045,95 529,33 494,65 175,51 322,88 349,20
LITIO 2,95 1,06 3,56 9,00 5,27 0,27 3,36 1,62 0,07 2,20 2,76 0,00 3,18 3,88
MAGNESIO 438,10 372,55 302,70 343,65 765,71 722,36 533,70 292,78 664,29 948,26 702,54 808,13 610,36 583,42
MANGANESO 189,96 9,92 172,59 153,72 177,96 53,63 176,25 156,67 38,55 190,14 176,95 31,38 163,98 171,19
MOLIBDENO 15,54 0,00 36,59 58,86 18,13 0,00 8,04 5,70 0,00 6,48 27,18 280,85 55,91 17,04
NIOBIO 0,29 0,00 23,94 0,62 0,30 0,00 0,22 0,15 0,00 1,36 13,57 2,06 0,83 0,45
NIQUEL 44,71 44,56 49,00 176,75 71,68 39,18 21,97 18,15 22,64 16,38 57,30 182,27 164,35 51,89
PLOMO 41,72 74,56 45,93 75,99 64,17 73,00 72,1 74,62 94,66 40,82 55,77 64,29 58,46 33,39
POTASIO 6856,42 5591,84 5077,56 710,25 1018,81 1721,85 3938,67 3060,66 8558,95 8418,78 5891,81 1019,81 1206,17 1723,94
RUBIDIO 0,00 0,37 0,00 0,00 0,00 2,26 0,00 0,00 0,28 0,00 0,00 0,51 0,00 0,00
SELENIO 14,76 1,71 11,57 12,05 12,18 1,85 15,31 12,79 2,66 12,91 13,13 2,09 11,81 12,06
SODIO 367,39 652,47 344,15 1114,47 618,97 1035,46 786,45 558,12 324,92 111,76 182,33 0,00 0,00 0,00
TANTALO 0,21 0,00 0,16 0,24 0,22 0,00 0,19 0,16 0,00 1,76 0,18 0,00 0,43 0,37
TITANIO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TORIO 0,07 0,05 0,06 0,04 0,15 0,00 0,04 0,03 0,00 0,16 0,04 0,00 0,05 0,03
URANIO 0,04 0,03 0,04 0,02 0,07 0,00 0,03 0,01 0,00 0,03 0,02 0,00 0,02 0,02
VANADIO 19,03 3,25 15,79 17,19 18,76 3,86 20,14 17,49 3,60 19,63 17,81 3,11 19,00 19,44
WOLFRAMIO 0,60 14,88 1,14 0,41 0,50 13,25 0,30 0,06 9,03 5,78 1,34 4,92 0,98 0,60
YTRIO 0,15 0,09 0,12 0,10 0,32 0,00 0,18 0,07 0,04 0,14 0,09 0,00 0,08 0,07
ZIRCONIO 2,84 3,80 3,35 3,55 4,24 3,16 5,00 3,67 3,05 4,53 2,22 1,86 3,25 2,55
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Tabla 4.3. -(Continuacién). - Contenido metalico en las muestras de aceite expresado en ng Kg”

A-64 A-65 A-66 A-67 A-69 A-70 A-71 A-72 A-73 A-74 A-75 A-77 A-78 A-79
ALUMINIO 604,37 371,38 337,87 1068,94 1266,36 1189,05 1754,48 1001,74 1476,11 1268,82 1002,79 56,77 168,31 431,91
ARSENICO 0,00 7,50 6,50 0,31 6,97 7,03 0,00 6,52 6,25 6,48 6,48 6,44 0,00 5,62
BARIO 0,00 1,52 9,79 0,00 13,55 9,73 0,00 15,37 11,35 14,92 9,05 7,23 0,57 7,40
CALCIO 2880,73 2330,99 1963,89 5162,71 7294,00 7498,82 8649,16  10624,31  13388,82  10732,93 11914,98 2501,50 2717,89 3483,98
CESIO 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
CINC 0,00 112,44 99,59 0,00 153,42 124,85 0,00 108,53 126,47 175,91 128,23 137,66 0,00 208,25
COBALTO 544 11,03 3,46 12,09 11,32 10,38 16,13 7,40 16,55 12,94 17,28 6,15 10,97 8,41
COBRE 17,62 14,69 18,98 18,92 10,56 1,76 14,80 7,43 40,10 12,86 8,17 8,48 18,49 14,01
CROMO 11,45 87,34 58,28 11,30 276,03 237,73 15,46 52,50 64,65 97,58 61,00 101,22 18,01 58,17
ESCANDIO 0,00 0,48 0,40 0,00 0,98 0,50 0,05 0,45 0.00 0,48 0,42 0,19 0,30 0,44
ESTANO 1,13 3,05 1,73 0,18 2,18 1,97 0,10 1,08 1,52 1,41 1,15 1,23 0,00 2,07
ESTROCIO 0,00 6,32 3,92 0,00 3,64 3,25 0,00 3,22 14,92 30,55 8,53 4,1 6,19 3,36
GALIO 0,00 1,91 1,73 0,14 2,24 1,66 0,00 2,90 1,95 2,78 1,68 1,29 0,00 1,36
HAFNIO 0,12 0,09 0,08 0,1 0,08 0,08 0,12 0,05 0,04 0,32 0,11 0,10 0,13 0,08
HIERRO 740,99 559,77 600,13 1116,16 1388,11 1367,65 1615,85 718,61 754,86 802,41 428,93 357,16 185,88 429,20
LITIO 0,28 1,85 2,62 2,36 4,00 2,24 0,00 2,05 4,78 5,17 3,72 2,68 0,00 1,36
MAGNESIO 414,90 323,99 308,74 692,79 847,27 530,10 827,42 225,00 645,82 491,16 354,50 767,00 955,92 811,54
MANGANESO 29,82 166,37 169,81 33,18 181,24 174,14 47,57 164,63 37,92 177,60 162,97 153,19 24,90 206,01
MOLIBDENO 0,00 6,37 6,22 0,00 243,04 190,84 0,00 14,62 9,79 11,49 7,22 46,56 0,00 8,15
NIOBIO 0,00 0,27 0,24 0,00 2,11 1,63 0,00 0,21 1,40 1,34 0,45 0,65 0,00 0,25
NIQUEL 42,61 40,55 26,78 28,55 791,98 738,58 51,85 37,07 63,26 43,87 22,45 191,97 87,82 32,62
PLOMO 50,03 68,51 30,05 112,72 68,50 60,24 149,60 43,52 179,66 73,35 90,07 44,68 88,59 47,72
POTASIO 1254,67 915,27 1231,82 4946,15 9389,38 8434,77 11145,14 6620,29 10995,60 7059,74 6631,05 3755,11 3911,21 4096,03
RUBIDIO 1,10 0,00 0,00 3,84 0,00 0,00 0,81 0,00 2,90 0,00 0,00 0,00 3,29 0,00
SELENIO 2,39 13,74 12,21 2,49 12,31 11,56 1,59 11,27 0.00 11,16 10,59 11,02 1,74 10,62
SODIO 0,00 0,00 0,00 1706,95 1584,24 1221,06 1588,78  16052,95 18137,52 18282,01 17241,15 0,00 0,00 0,00
TANTALO 0,00 0,23 0,18 0,00 0,19 0,13 0,00 0,08 1,34 1,98 0,48 0,39 0,00 0,19
TITANIO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TORIO 0,00 0,04 0,03 0,03 0,06 0,05 0,00 0,04 0,25 0,34 0,10 0,05 0,15 0,05
URANIO 0,00 0,03 0,02 0,05 0,05 0,05 0,23 0,07 0,28 0,18 0,05 0,06 0,45 0,03
VANADIO 3,66 21,30 17,57 4,24 17,71 16,49 2,80 15,05 18,15 16,45 16,29 15,73 3,05 13,83
WOLFRAMIO 6,34 0,40 0,39 2,64 0,86 0,17 2,83 0,04 4,01 4,58 1,33 0,74 0,51 0,37
YTRIO 0,03 0,12 0,09 0,10 0,13 0,11 0,14 0,10 0,47 0,44 0,16 0,13 0,22 0,09
ZIRCONIO 3,35 3,86 2,68 3,14 3,51 3,85 3,12 3,26 3,73 3,43 3,11 3,51 2,69 3,71
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Tabla 4.3. -(Continuacién). - Contenido metalico en las muestras de aceite expresado en ng Kg”

A-80 A-81 A-88 A-89 A-90 A-91 A-92 A-93 A-94 A-95 A-96
ALUMINIO 161,16 286,13 513,11 301,93 98,66 483,77 454,57 289,10 530,23 482,00 675,62
ARSENICO 6,71 5,04 6,66 6,40 6,38 6,90 0,00 6,48 5,78 5,83 0,13
BARIO 8,29 11,93 10,68 8,47 8,74 13,30 2,62 10,37 7,22 11,30 2,79
CALCIO 2561,91 2996,96 6631,19 5013,84 4779,42 6436,89 5874,93 5101,37 8375,51 8491,67 5785,59
CESIO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03
CINC 96,42 230,31 330,32 301,78 246,00 281,70 0,00 191,72 164,60 291,05 0,00
COBALTO 5,45 7,37 8,49 8,82 11,03 11,26 5,60 4,98 4,72 4,92 8,09
COBRE 5,96 10,30 19,46 12,97 12,98 57,24 20,28 14,89 9,12 14,78 20,01
CROMO 57,09 49,86 65,72 56,40 79,02 65,39 12,61 59,76 64,89 76,59 69,62
ESCANDIO 0,50 0,00 0,23 0,20 0,10 0,00 0,44 0,17 0,00 0,17 0,00
ESTANO 1,18 0,52 1,70 1,95 1,55 1,81 0,74 1,18 0,95 0,85 2,03
ESTROCIO 3,83 4,32 5,00 4,83 3,92 10,67 0,00 5,50 2,96 19,54 7,04
GALIO 1,36 2,15 1,91 1,37 1,50 2,19 0,00 1,88 1,31 2,20 0,00
HAFNIO 0,10 0,09 0,05 0,07 0,04 0,05 0,14 0,04 0,04 0,05 0,09
HIERRO 476,97 375,05 735,49 446,08 552,93 607,39 579,44 658,23 596,97 749,35 681,80
LITIO 1,85 4,86 2,79 1,87 13,99 2,44 0,82 6,27 4,30 12,81 0,00
MAGNESIO 886,98 503,87 1128,00 438,35 601,47 616,60 795,85 815,37 803,39 719,14 772,74
MANGANESO 173,37 149,90 164,45 154,24 169,65 186,63 17,75 173,36 172,53 173,16 44,98
MOLIBDENO 6,40 3,82 8,08 11,09 7,88 6,46 0,00 2,82 0,83 1,86 24,77
NIOBIO 0,21 0,18 0,19 0,22 0,19 0,18 0,00 0,12 0,07 0,09 0,00
NIQUEL 28,20 20,10 38,92 54,64 36,31 35,46 24,64 15,72 10,97 44,15 281,14
PLOMO 33,06 48,64 53,22 55,52 66,21 69,95 58,23 47,65 41,85 48,37 85,91
POTASIO 4058,72 1306,27 11273,60 9716,76  10356,24 4896,13 6854,09 11550,18  10405,58 6681,26  10500,63
RUBIDIO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,05 0,00 0,00 0,00 6,37
SELENIO 12,52 9,81 12,06 10,30 10,91 11,84 2,46 11,10 10,27 8,68 3,29
SoDIO 0,00 0,00 5182,88 6636,23 7546,19 6420,85 10895,08 6965,18 8274,76 8012,39  10666,41
TANTALO 0,22 0,16 0,18 0,20 0,18 0,23 0,00 0,11 0,13 0,08 0,00
TITANIO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TORIO 0,06 0,07 0,06 0,06 0,03 0,07 0,50 0,06 0,04 0,08 0,03
URANIO 0,04 0,04 0,04 0,03 0,02 0,04 0,43 0,05 0,03 0,06 0,03
VANADIO 15,85 13,24 16,61 14,95 14,98 17,04 3,08 15,82 14,73 13,36 3,52
WOLFRAMIO 0,23 0,30 0,49 0,46 0,29 1,37 3,07 0,08 0,21 0,63 3,92
YTRIO 0,12 0,14 0,13 0,11 0,11 0,14 0,52 0,13 0,10 0,21 0,07
ZIRCONIO 3,91 2,58 2,06 2,53 1,68 2,15 4,43 2,36 1,96 2,53 2,91
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La disponibilidad de los elementos que son incorporados por los olivos varia de
un olivara otro, y esta variabilidad apoya la hipdtesis de que los oligoelementos
pueden ser usados para determinar la procedencia geografica del aceite de oliva
virgen. Para confirmar esta hipdtesis, es necesario comprobar las diferencias en la
composicion elemental entre los suelos de las cuatro zonas seleccionadas (Beas,
Gibraledn, Niebla y Sanltcar de Guadiana). Por ello, se realizé un estudio preliminar de
las muestras de suelo para analizar las posibles diferencias en la concentracién de
elementos en las zonas estudiadas.

Tabla 4.4.- Medias y desviaciones estandar de las concentraciones

de los 34 elementos en las dos profundidades

Medias (Std) Meadias (Std) Meadias (Std)  Meadias (Std)
Elementos 30cm 60cm Elementos 30cm 60cm
Aluminio (Al) 29.4 (3.3) 32.3(3.6) Molibdeno (Mo) 1.9 (0.3) 1.7(0.2)
Arsenico (As) 8.3(0.5) 8.5(0.6) Niobio (Nb) 9.7(0.4) 9.8(0.5)
Bario(Ba) 216.3 (11.5) 223.9(13.1)  Niquel (Ni) 15.2 (1.5) 16.7 (1.5)
Calcio (Ca) 41.0 (15.7) 52.0 (18.8) Plomo(Pb) 14.8 (1.2) 14.0 (1.1)
Cesio (Cs) 2.4 (0.1) 2.6 (0.1) Potasio(K) 17.9 (1.5) 18.5(1.8)
Cinc (Zn) 30.0(2.2) 30.4 (2.6) Rubidio (Rb) 55.4 (2.2) 57.8 (2.9)
Cobalto (Co) 6.7(0.7) 7.4 (0.7) Selenio (Se) 1.7 (0.2) 2.0(0.3)
Cobre (Cu) 20.6 (1.1) 16.0 (1.0) Sodio(Na) 5.8 (0.8) 5.7 (0.8)
Cromo (Cr) 42.5(3.1) 49.7 (2.3) Tantalo (Ta) 5.6 (0.6) 6.0(0.5)
Escandio (Sc) 3.2(0.5) 3.4(0.3) Estarfio (Sn) 5.8 (0.7) 5.0 (0.3)
Estroncio(Sr) 63.1(10.0) 67.1(11.0) Titanio(Ti) 4.1(0.3) 4.2(0.3)
Galio (Ga) 22.0(1.2) 22.9 (1.2) Torio (Th) 5.7 (0.3) 5.6 (0.3)
Hafnio(Hf) 2.4 (0.2) 2.4 (0.2) Uranio (U) 2.5(0.2) 2.5(0.2)
Hierro(Fe) 32.3(3.8) 35.5 (4.2) Vanadio (V) 63.0 (4.2) 69.3(4.5)
Litio (Li) 26.1(2.0) 29.0 (2.1) Wolframio (W) 4.2(0.3) 4.5(0.3)
Magnesio (Mg) 4.0 (0.6) 4.3(0.6) Ytrio(Y) 5.1(0.3) 5.2 (0.3)
Manganeso(Mn) 0.6 (0.1) 0.7(0.2) Zirconio (Zr) 76.3 (4.5) 78.9 (3.6)

La tabla 4.5 muestra las concentraciones de los diferentes elementos expresadas
como media * desviacion estandar de las cuatro zonas seleccionadas. Los datos
indican, en términos generales, que las mayores concentraciones de los elementos se
obtuvieron en las muestras de Beas, seguidas de las de Sanltcar de Guadiana, que esta

mas alejada
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geograficamente de las otras tres zonas. El uso de la prueba de Brown-Forsythe indicé
que cinco elementos (Mg, Na, Sc, Ta, U) tenian un valor de p> 0,05 para la
caracterizacion simultanea de las muestras de las cuatro ubicaciones geogrdficas.
Otros elementos fueron capaces de distinguir dos o tres origenes geograficos de
forma simultdnea (por ejemplo, Ba, Cs, Cr, Ga, Hf, Fe, K, W). La Figura 4.1muestra que
solo tres elementos, Fe, Na y W, fueron capaces de distinguir los suelos -incluyendo las
dos profundidades- de las cuatro ubicaciones mediante la aplicacién del LDA. La mayor
parte de la varianza se explica por la primera ecuacién candnica (81%). Se observé un
solapamiento entre las muestras recogidas en los olivares de Beas y Gibraledn. Estos
dos municipios son adyacentes el uno al otro, lo que explica que pueden surgir algunos
problemas de clasificacién al distinguir esas muestras. Las diferencias son mucho mas
claras cuando se tienen en cuenta los otros elementos seleccionados por la prueba de
Brown-Forsythe. Por lo tanto, las concentraciones de Ba, Fe, K, Na, Ta y W pueden
distinguir los suelos de los cuatro origenes geograficos independientemente de la

profundidad de las muestras recogidas.

Raiz 2 (18%)

-8 -6 -4 -2 0 2 4
Raiz 1(81%)

Figura 4.1.-Aplicacion del andlisis discriminante lineal (LDA) a la concentracidn de tres elementos (Fe, Na'y
W) determinados en los suelos de los olivares, recogidos a dos profundidades (30 cmy 60 cm) de cuatro origenes

geograficos (Beas, Gibraledn, Niebla y Sanltcar de Guadiana).
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Tabla 4.5.-Medias y desviaciones estar de las concentraciones de los elementos

en los suelos de las cuatro zonas seleccionadas.

Elementos Suelos (mg/kg)
Beas Gibraleén Niebla Sanltcar de Guadiana
Aluminio (Al) 53.1(1.3) 23.9(2.1) 25.1(1.0) 17.7 (1.1)
Arsenico (As) 6.9 (0.3) 5.3 (0.1) 10.2 (0.5) 11.5 (0.5)
Bario (Ba) 321.2 (6.1) 152.7 (20.8) 207.5(8.6) 214.6 (5.2)
Calcio (Ca) 16.7(1.3)  92.0(56.74) 1111.0 (216.8) 171.1(84.66)
Cesio (Cs) 2.6 (0.2) 2.0 (0.0) 2.6 (0.2) 3.2 (0.1)
Cinc (Zn) 30.0(1.5) 21.6 (0.7) 26.1(1.1) 51.1(3.9)
Cobalto (Co) 6.4 (0.5) 4.2 (0.1) 6.4 (0.4) 13.1(0.4)
Cobre (Cu) 22.4(0.7) 17.1(1.6) 17.3(2.7) 18.6 (2.2)
Cromo (Cr) 67.1(1.5) 45.6 (2.8) 43.2(4.5) 37.7(2.3)
Escandio (Sc) 3.4(0.2) 2.8 (0.0) 2.6 (0.1) 5.7(0.1)
Estafio (Sn) 7.9(1.5) 5.0 (0.5) 5.5(0.7) 4.3(0.8)
Estroncio (Sr) nd nd nd nd
Galio (Ga) 27.3(0.7) 14.8 (1.6) 23.6 (1.7) 25.5(0.4)
Hafnio (Hf) 3.6 (0.0) 2.7 (0.1) 1.9 (0.2) 1.9 (0.1)
Hierron (Fe) 59.4 (1.4) 26.0(2.4) 27.1(1.1) 19.0 (1.2)
Litio (Li) 46.0(3.4) 23.7(1.6) 24.5(1.7) 23.7(0.8)
Magnesio (Mg) 7.1(0.2) 1.5 (0.2) 4.4 (0.6) 3.0(0.3)
Manganeso (Mn) 1.5 (0.1) 0.5(0.1) 0.4 (0.1) 0.2 (0.0)
Molibdeno (Mo) 3.3(0.5) 2.2(0.1) 0.8 (0.3) nd
Niobio (Nb) 8.4 (0.9) 9.0(0.3) 9.9 (0.4) 12.1. (0.2)
Niquel (Ni) 29.7 (1.1) 13.0 (1.4) 15.5 (1.2) 11.1(0.9)
Plomo (Pb) 14.1(2.6) 10.7 (0.1) 15.1(0.8) 19.1(0.4)
Potasio (K) 26.6 (1.2) 12.4 (2.4) 17.5 (0.5) 15.0 (0.4)
Rubidio (Rb) 59.0 (1.9) 46.2(0.2) 55.5 (3.8) 69.8 (3.1)
Selenio (Se) 1.1(0.3) nd 1.6 (0.3) 3.2(0.4)
Sodio (Na) 9.5(0.8) 2.5(0.7) 4.8 (0.3) 7.5(0.3)
Tantalo (Ta) 8.3(0.1) 7.6 (0.1) 5.0 (0.7) 2.3(0.8)
Titanio (Ti) 5.6 (0.1) 3.9(0.1) 3.3(0.1) 4.1(0.2)
Torio (Th) 4.7(0.2) 5.8 (0.1) 5.1(0.4) 8.0(0.2)
Uranio (V) 1.8 (0.2) 1.5 (0.0) 2.9 (0.1) 4.2(0.0)
Vanadio (V) 105.9 (3.9) 53.9 (4.1) 66.7(3.9) 52.9 (2.8)
Wolframio (W) 5.9 (0.2) 5.5(0.3) 3.4(0.3) 2.9 (0.2)
Ytrio (Y) 7.7 (0.1) 4.9(0.3) 4.8(0.2) 4.3(0.3)
Zirconio (Zr) 107.0 (2.0) 72.8 (4.4) 69.3 (6.0) 81.8(3.1)

Como los olivos obtendrian los elementos de la tierra, se espera que los alperujos
resultantes de la extraccidn de los aceites de oliva contengan los mismos elementos
presentes en el suelo, pero en concentraciones mas bajas. El orujo de oliva o
"alperujo" es el subproducto resultante de la produccién de aceite de oliva virgen. El
Aceite de oliva virgen se obtiene Unicamente del fruto del olivo (Olea europaea L.) en
un proceso que comienza con la molienda de la aceituna, y es seguido por agitacion de
la pasta de aceitunas, y separacion del aceite de la materia vegetal y el agua por

centrifugacion continua y doble decantacién (Vossen, 2013). Una vez que el aceite se
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separa, la pasta restante, alperujo, contiene una pequefa cantidad de aceite (2-6%), y
se espera que algunos elementos también permanezcan en esta pasta. A este
respecto, la hipdtesis es que la produccidn de aceite de oliva es lo suficientemente
simple para no alterar en gran medida la concentracidn de la pasta resultante. Los
datos recogidos en la Tabla 4.6confirman que los elementos cuantificados en los
alperujos son los mismos que los cuantificados en los suelos, pero en concentraciones
mas bajas, con algunas excepciones. Algunas de estas excepciones pueden explicarse
por el empleo de los fertilizantes foliares, que son ampliamente utilizados en los
olivares, cuya composicion quimica contiene K, Fe, Mg, Mn, P y Zn en diferentes
proporciones, junto con otros elementos como por ejemplo B y Ca, que pueden formar
complejos con aminodcidos como en los casos de Ca, Fe, Mg, Mn y Zn (Barranco,

Ercan, Mufoz-Diez, Belaj y Arquero, 2010).

El uso de estos fertilizantes podria explicar la mayor concentracién de Ky Mg
encontrada en los alperujos, mientras que la alta concentracién de Cu podria ser
debida a la utilizacién de fungicidas de cobre (Soares, Pereira y Bastos, 2006). El uso de
fertilizantes foliares vs. suelo y también fungicidas de cobre depende de la variedad y
el nivel de conocimientos de los agricultores (Sistani, Ramezanpour y Nasrollanejad,
2009) como se detectd cuando se analizd la concentracion de estos elementos en los
diferentes olivares estudiados en este trabajo. Sin embargo, no hemos encontrado una
explicacion plausible para la alta concentracidn de Sc en todas las muestras de
alperujos, y de Cr en casi todo los alperujos en las explotaciones de Niebla y Sanltcar

de Guadiana.

El primer estudio de muestras de alperujos se centra en la influencia de las
variedades (Arbequina, Picual y Verdial de Huévar) sobre las concentraciones de los
elementos. Cuando se aplica el LDA a las muestras de alperujos de cada localidad,
utilizando la variedad como criterio de clasificacidn, se observa que cuatro elementos,

Ba, Cu, Rb y Zn, son suficientes para clasificar correctamente dichas muestras.
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Tabla 4.6.- Medias y desviaciones estar de las concentraciones de los elementos

de los alperujos de las cuatro zonas seleccionadas.

Elementos alperujos (mg/kg)

Beas Gibraleén Niebla Sanltcar de Guadiana
Aluminio (Al) 0.39 (0.05) 1.33 (0.09) 1.60 (0.41) 2.38(0.52)
Arsenico (As) 0.18 (0.02) 0.21(0.05) 0.29 (0.04) 0.39 (0.08)
Bario (Ba) 29.05(3.67)  23.10(3.81) 21.80 (1.76) 23.42 (2.09)
Calcio (Ca) 84.85(2.16)  70.46 (4.45) 62.54 (3.63) 54.27 (4.48)
Cesio (Cs) 0.47(0.05) 0.59 (0.12) 0.66 (0.10) 0.65 (0.11)
Cinc (zn) 5.07(0.37)  3.50(0.30) 10.10 (1.06) 8.38(0.68)
Cobalto (Co) 0.49 (0.04) 0.73 (0.13) 1.73 (0.32) 1.67 (0.27)
Cobre (Cu) 8.91(1.02)  4.08(0.23) 19.52 (2.26) 13.51(1.86)
Cromo (Cr) 1.45(0.10)  2.89(0.46) 21.43(5.27) 21.96 (5.88)
Escandio (Sc) 2.39(0.18)  2.62(0.68) 5.46 (0.71) 6.70 (1.41)
Estafio (Sn) 0.08 (0.01) 0.12 (0.03) 0.24(0.06) 0.19 (0.03)
Estroncio (Sr) nd nd nd nd
Galio (Ga) 1.60 (0.14) 1.38 (0.32) 2.28 (0.32) 3.13(0.64)
Hafnio (Hf) 1.04 (0.13) 1.41(0.37) 0.94 (0.08) 1.69 (0.35)
Hierron (Fe) 0.43 (0.06) 1.40 (0.10) 1.61(0.40) 2.44 (0.52)
Litio (Li) 6.68 (0.54)  10.42(3.13) 7.69 (0.53) 15.66 (3.67)
Magnesio (Mg) 2.04 (0.15)  8.86 (1.00) 2.60(0.23) 2.93(0.32)
Manganeso (Mn) 0.03(0.00)  0.03(0.00) 0.04 (0.00) 0.07(0.00)
Molibdeno (Mo) 0.95 (0.10) 1.00 (0.32) 0.85(0.07) 1.80(0.43)
Niobio (Nb) 0.18 (0.02)  0.33(0.08) 0.32(0.13) 0.34 (0.06)
Niquel (Ni) 0.95 (0.12) 1.14 (0.11) 6.26 (1.20) 4.17 (0.37)
Plomo (Pb) 1.62 (0.17) 2.75 (0.53) 2.91(0.36) 7.70 (2.22)
Potasio (K) 65.54 (2.42) 68.50(2.19) 66.56 (2.52) 69.71(1.26)
Rubidio (Rb) 18.67 (0.51)  14.78 (0.52) 37.25(5.29) 19.40 (2.42)
Selenio (Se) 0.05(0.00)  0.05(0.01) 0.09 (0.01) 0.12 (0.02)
Sodio (Na) 18.58 (1.57)  21.97(5.32) 19.43 (1.67) 22.08 (1.78)
Tantalo (Ta) 0.02(0.00) 0.03(0.01) 0.41(0.33) 0.05 (0.01)
Titanio (Ti) 0.27(0.04)  0.48(0.09) 0.18 (0.01) 0.37(0.07)
Torio (Th) 0.27(0.05) 0.31(0.11) 0.24(0.03) 0.51(0.12)
Uranio (U) 0.10 (0.01) 0.13 (0.04) 0.09 (0.01) 0.16 (0.03)
Vanadio (V) 0.29 (0.02) 1.02 (0.17) 0.80 (0.15) 1.33 (0.13)
Wolframio (W) 0.17 (0.02) 0.71(0.05) 1.16 (0.13) 0.65 (0.03)
Ytrio (Y) 0.59(0.08)  0.88(0.27) 0.60 (0.05) 1.14 (0.25)
Zirconio (Zr) 57.60(5.89)  22.51(3.37) 57.96 (5.18) 52.49 (4.50)

La concentracion de Cu fue mayor para los alperujos de la variedad Arbequina,
independientemente del origen geogrifico de los mismos, por lo que se deduce que
esta variedad estaba mejor protegida contra las enfermedades por medio de
fungicidas a base de cobre que las otras variedades, siendo la concentracién media de
Cu en Arbequina el doble que en Picual y cinco veces mas que en Verdial de Huévar. En
la Tabla 4.7se muestran los valores encontrados en los alperujos relativo a los
encontrados en el suelo, como puede observarse, los Arbequinos son mucho mas

eficientes en la obtencion de elementos de los suelos que los Picuales en todas las
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ubicaciones. Destaca también los altos porcentajes de Zn encontrados para la variedad
Arbequina que podria explicarse por el uso de fertilizantes que favorece el aumento de
la produccién de aceitunas. Algunos de los cultivos de Arberquina se plantaron en
modo intensivo |/ sUper intensivo, que requieren mas cantidad de fertilizantes y
fungicidas (Beaufoy 2002).

Tabla 4.7.- Porcentajes de las concentraciones de los elementos determinados en

losalperujos con respecto a los determinados en los suelos.

Origen Geografico

Elementos Variedad Beas Gibraledn Niebla SanIL’Ic.ar de
Guadiana

@ Arbequina 66.5 28.4 146.8 137.1
Picual 44.2 19.3 44.5 86.6

Ba Arbequina 5.2 24.8 1.1 10.9
Picual 5.4 7.7 83 1.6

Rb Arbequina 31.0 31.2 85.4 32.2
Picual 36.3 30.1 24.0 19.2

Arbequina 22.3 18.5 48.3 17.2

ol Picual 19.0 1.6 17.6 14.9

En cambio, no se ha encontrado ninguna explicacion para los altos porcentajes
de rubidio determinados en los alperujos de arbequina de las explotaciones situadas

en Niebla.

La determinacidn de la procedencia geografica de los alperujos, cualquiera que
sea su cultivo es mdas complejo que el analisis de los suelos. Por lo tanto, ocho
elementos (W, Mg, Mn, Ca, Fe, Ba, Li y Na) fueron seleccionados por SLDA hasta llegar
a una clasificacion completa con tres ecuaciones candnicas. La figura4.2 muestra los
resultados con las dos primeras ecuaciones candnicas. Tres de los elementos

seleccionados (W, Fe y Na) ya fueron utilizados para la clasificacién de los suelos

(Fig.4.1).
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Figura 4.2.- Aplicacién del analisis discriminante lineal (LDA) a las concentraciones de ocho elementos (Fe,
Na, W, Mg, Mn, Ca, Li, Ba) determinados en el orujo de las distintas variedades (Arbequina, Picual y Verdial de

Huévar) y cuatro origenes geograficos (Beas, Gibraledn, Niebla y Sanltcar de Guadiana).

Idealmente, cualquier sistema de trazabilidad basado en compuestos quimicos
deberia basarse en las determinaciones en los aceites de oliva, ya que veces su origen
es desconocido o bien necesita ser confirmado. El principal objetivo de la trazabilidad
es determinar la procedencia geografica de los aceites de oliva mediante el andlisis de
su composicidon quimica, elemental en nuestro caso. Por ello, siguiendo el mismo
procedimiento aplicado para los alperujos, se analizaron las diferencias en Ia
concentracion de los elementos determinados en los aceites de oliva de los diferentes
olivares. El test de Grubbs (Grubbs, 1969) puso de manifiesto que seis muestras dieron

valores atipicos y fueron eliminadas de los andlisis posteriores.
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Tabla 4.8.- Medias y desviaciones estar de las concentraciones de los elementos

de los aceites de las cuatro zonas seleccionadas.

Elementos Aceite (10xmg/kg)

Beas Gibraleén Niebla Sanluicar de Guadiana
Aluminio (Al) 0.011(0.002) 0.008 (0.001)  0.003 (0.000) 0.003 (0.000)
Arsenico (As) 0.067 (0.006) 0.053 (0.007)  0.069 (0.008) 0.077 (0.006)
Bario (Ba) 0.224 (0.033) 0.099 (0.012) 0.123 (0.013) 0.113 (0.011)
Calcio (Ca) 0.112 (0.013) 0.067(0.012)  0.051(0.010) 0.082 (0.006)
Cesio (Cs) nd/tr nd/tr  0.002 (0.001) nd/tr
Cinc (Zn) 3.279 (0.317) 1.490(0.137)  2.234(0.269) 2.599 (0.250)
Cobalto (Co) 0.088 (0.007) 0.105 (0.011) 0.110 (0.024) 0.079 (0.011)
Cobre (Cu) 0.472 (0.066) 0.139 (0.027)  0.358 (0.045) 0.285(0.038)
Cromo (Cr) 1.233 (0.226) 0.519 (0.083)  1.084(0.185) 0.876 (0.114)
Escandio (Sc) 0.008 (0.001) 0.004 (0.001)  0.008 (0.002) 0.012 (0.002)
Estafio (Sn) 0.086 (0.026) 0.012 (0.002)  0.133(0.029) 0.097 (0.014)
Estroncio (Sr) nd nd nd nd
Galio (Ga) 0.045 (0.008) 0.016 (0.003)  0.019(0.003) 0.031(0.010)
Hafnio (Hf) 0.001(0.000) 0.001(0.000)  0.001(0.000) 0.001(0.000)
Hierron (Fe) 0.012 (0.002) 0.007 (0.001)  0.005 (0.000) 0.005 (0.000)
Litio (Li) 0.064 (0.009) 0.029 (0.005)  0.047(0.008) 0.046 (0.007)
Magnesio (Mg) 0.009 (0.001) 0.006 (0.001)  0.006 (0.001) 0.009 (0.001)
Manganeso (Mn) 0.002 (0.000) 0.001(0.000)  0.001(0.000) 0.002 (0.000)
Molibdeno (Mo) 0.143 (0.030) 0.141(0.043)  0.243(0.034) 0.131(0.039)
Niobio (Nb) 0.011(0.003) 0.008 (0.002)  0.012 (0.003) 0.005 (0.001)
Niquel (Ni) 1.025 (0.208) 1.739 (0.810) 1.075 (0.157) 0.797 (0.280)
Plomo (Pb) 0.629 (0.050) 0.742(0.117)  0.645 (0.055) 0.483 (0.049)
Potasio (K) 0.061(0.006)  0.059(0.008)  0.065 (0.013) 0.069 (0.012)
Rubidio (Rb) 0.009 (0.004)  0.008(0.004)  0.026 (0.010) 0.009 (0.005)
Selenio (Se) 0.109 (0.008) 0.097 (0.011) 0.118 (0.012) 0.133 (0.009)
Sodio (Na) 0.078 (0.005) 0.062(0.024)  0.073(0.022) 0.038 (0.010)
Tantalo (Ta) 0.004 (0.001) 0.004 (0.002)  0.005(0.001) 0.003 (0.001)
Titanio (Ti) nd/tr nd/tr nd/tr nd/tr
Torio (Th) 0.002 (0.001) 0.001(0.000)  0.001(0.000) 0.001(0.000)
Uranio (V) 0.001(0.000) 0.001(0.000) nd/tr nd/tr
Vanadio (V) 0.165 (0.013) 0.138 (0.014)  0.165(0.016) 0.184 (0.011)
Wolframio (W) 0.026 (0.004) 0.007 (0.002) 0.041(0.011) 0.020 (0.005)
Ytrio (Y) 0.004 (0.001) 0.002 (0.000)  0.002 (0.000) 0.002 (0.000)

Zirconio (Zr)

0.031(0.002)

0.034 (0.001)

0.043 (0.004)

0.042 (0.004)

La Tabla 4.8 muestra las concentraciones de los elementos determinados en los
aceites de oliva virgenes agrupados por su origen geografico. Las concentraciones de
los elementos estan de acuerdo con los valores publicados anteriormente por otros
autores (Camin y col., 2010b; Benincasa y col., 2007; Llorent-Martinez y col., 2011b.).
Ademas, con el fin de comprobar la seguridad de los AOVEs utilizados en este estudio,

se comprobd que las concentraciones maximas de los elementos son inferiores a los
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maximos admitidos para los aceites comestibles que se citan en las normativas
(Reglamento CE (UE, 2006) y las normas comerciales del COI (COl, 2013), (0,10 mg [ kg
de As, Cuy Pb; 3,0 mg / kg parala Fe, y 50 mg [ kg para Sn).

El andlisis discriminante aplicado a las variedades (Arbequina, Picual y Verdial de
Huévar) de cada zona de forma independiente mostré que los elementos
seleccionados para la caracterizacién de los aceites de oliva por su origen geografico
fueron K, Cu, Fe, Mg. Algunos elementos, tales como Cu o K, podrian estar
directamente relacionados con los fertilizantes y fungicidas aplicados a los olivos
(Soares y col., 2006). Como se mostré para los alperujos, las concentraciones de los
elementos relacionados con la adicién externa de productos agricolas (K, Cu) son

mayores en Arbequina, cualquiera que sea su origen geografico.

Si la clasificacién de los alperujos de acuerdo con su procedencia geogréfica
requiere mas elementos que la clasificacién de los suelos de las explotaciones, para el
estudio de los aceites de oliva se necesitan ain mds elementos para obtener una tasa
de clasificacion mds alta del 9o0%. Siete de los elementos seleccionados para la
clasificacion de los aceites de oliva (W, Mg, Mn, Li, Fe, Ca, Ba) ya fueron seleccionados
en el estudio de alperujos aunque para el procedimiento SLDA fue necesario afiadir dos
mas (Bi y Cu) para clasificar correctamente el 93% de las muestras analizadas (96% de
Beas, 77% de Gibraledn, 91% de Niebla, y 100% de Sanltcar de Guadiana). Los resultados
no son tan buenos como los obtenidos para los suelos y los alperujos, donde no se
observaron errores de clasificacién. En el caso de los aceites de oliva, la tasa de
clasificacion fue menor, probablemente debido a las bajas concentraciones de los
elementos en los aceites de oliva que pueden causar problemas de sensibilidad. La
Figura 4.3 muestra el resultado del SLDA, que sefala que la clasificacién no estd

influenciada por las variedades de los olivares a pesar de la seleccién de Cu, Ky Mg.
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Figura 4.3.- Aplicacién del andlisis discriminante lineal (LDA) a las concentraciones de ocho elementos (Ba,
Bi, Ca, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, Sn, W) determinados en los aceites de oliva de las variedades Arbequina, Picual y Verdial

de Huévar de cuatro origenes geograficos (Beas, Gibraledn, Niebla y Sanltcar de Guadiana).

La coincidencia en la seleccidn de los elementos para la clasificacién de los suelos
(W, Fe, Na), de alperujo (W, Fe, Na, Mg, Mn, Ca, Ba, Li) y aceites de oliva (W, Fe, Mg,
Mn , Ca, Ba, Li, Bi) de acuerdo con la procedencia geogréfica indica que algunos
elementos presentes en los suelos de los olivares también pueden ser detectados en
las aceitunas y en los aceites de oliva, aunque en concentraciones muy bajas. En
conclusidn, el analisis de los elementos por ICP-MS podria ser una buena técnica para
realizar la trazabilidad hacia atrds de los aceites de oliva. Se requieren estudios
adicionales para ganar en conocimiento acerca de en qué medida la concentracién
natural de algunos elementos puede ser modificada por el uso de fertilizantes (ya sea
con la aplicacién foliar o al suelo) y fungicidas antes de la normalizaciéon de la
metodologia y su propuesta como un posible estandar para la trazabilidad del aceite

de oliva en el futuro.
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4.1.2.-Determinacién de la trazabilidad geografica atendiendo al estudio de

compuestos minoritarios implicados en el origen geografico.

La composicion en acidos grasos y esteroles unida al andlisis estadistico
multivariante ha sido una herramienta importante para la clasificacién de los aceites de

oliva de acuerdo a su variedad genética y procedencia geografica.

Por ejemplo, se ha podido distinguir entre aceites de oliva producidos a distintas
altitudes atendiendo al contenido en acidos grasos monoinsaturados y saturados, asi
como a sus contenidos en acido palmitico y palmitoleico. En zonas de gran altitud los
aceites son mas rico en acidos monoinsaturados y en acido palmitico y palmitoléico,

mientras que en zonas de baja altitud son mas rico en acidos saturados (Stefanoudaki'y

col., 1999).

En el mismo sentido, se ha comprobado que la composicién de la fraccién de
esteroles del aceite de oliva es un pardmetro muy util para la deteccidon de
adulteraciones o para comprobar su origen geogréfico, Stiti y col. (2002) estudiaron la
composicion esterdlica del aceite de siete zonas geograficas de Tunez (Chemchali,
Chemlali, Chétoui, Gerboui, Ouelati, Sayali y Zalmati) y los resultados mostraron que los
esteroles totales, B-sitosterol, As-avenasterol, estigmasterol, y la suma de eritrodiol +
uvaol fueron las variables mds importantes para la caracterizacidn los aceites, de

acuerdo a su origen geografico.

Las muestras utilizadas tanto para el estudio del contenido en acidos grasos

como para el contenido en esteroles se recogen en la tabla 4.9.
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Tabla 4.9.-Descripcién de las muestras utilizadas para la determinacidn del perfil de

dcidos grasos y para el contenido en esteroles, uvaol y eritrodiol.

MUESTRA ALMAZARA PROCEDENCIA VARIEDAD MUESTRA ALMAZARA PROCEDENCIA VARIEDAD
A3 Olivar de Huelva Niebla Arbequina A58 Olivar de Huelva Sanlticar de Guadiana Picual
As Olivar de Huelva Niebla Arbequina As9 Olivar de Huelva Sanltcar de Guadiana Picual
A7 Olivar de Huelva Niebla Arbequina A61 Olivar de Huelva Sanlicar de Guadiana Picual
An Olivar de Huelva Sanltcar de Guadiana Arbequina A62 Olivar de Huelva Niebla Picual
A3 Olivar de Huelva Sanlucar de Guadiana Arbequina A63 Olivar de Huelva Niebla Picual
At5 Olivar de Huelva Sanltcar de Guadiana Arbequina A64 Olivar de Huelva Niebla Picual
A16 Olivar de Huelva Sanlicar de Guadiana Arbequina A65 Olivar de Huelva Niebla Picual
A7 San Bartolomé Beas Arbequina A67 Oleodiel Gibraledn Verdial
A18 San Bartolomé Beas Arbequina A70 Oleodiel Gibraleén Verdial
A20 San Bartolomé Beas Arbequina A71 Oleodiel Gibraledn Verdial
A23 San Bartolomé Beas Arbequina A72 Oleodiel Gibraleén Arbequina
Axs San Bartolomé Beas Arbequina A73 Oleodiel Gibraleén Arbequina
A28 San Bartolomé Beas Picual A74 Oleodiel Gibraledn Arbequina
A30 San Bartolomé Beas Picual A75 Oleodiel Gibraleén Arbequina
A31 San Bartolomé Beas Picual A76 Oleodiel Gibraledn Arbequina
A34 San Bartolomé Beas Picual A77 Oleodiel Gibraledn Picual
A36 San Bartolomé Beas Picual A78 Oleodiel Gibraleén Picual
A39 Olivar de Huelva Sanltcar de Guadiana Arbequina A79 Oleodiel Gibraledn Picual
Agq1 Olivar de Huelva Sanltcar de Guadiana Arbequina A80 Oleodiel Gibraleén Picual
A46 Olivar de Huelva Niebla Arbequina A81 Oleodiel Gibraledn Picual
As0 Olivar de Huelva Niebla Arbequina A88 San Bartolomé Beas Verdial
As3 Olivar de Huelva Niebla Picual Ag2 San Bartolomé Beas Verdial
As5 Olivar de Huelva Sanlicar de Guadiana Picual Ags San Bartolomé Beas Verdial
As7 Olivar de Huelva Sanlicar de Guadiana Picual A96 San Bartolomé Beas Verdial

Determinacion del perfil de dcidos grasos

Para la determinacién del perfil en acidos grasos de las distintas muestras, se

utilizé el método descrito en el apartado 3.4.2 del capitulo 3. Este método resulta

adecuado para separar los distintos acidos grasos encontrados en las muestras de

aceite de oliva, tal como se observa en la Figura 4.4. donde se muestra el

cromatograma correspondiente a una muestra de aceite de la variedad Verdial.

La identificacién de los picos se realiza por comparacion de los tiempos de

retencion con los obtenidos para el material de referencia (Tabla 3.9).
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Figura 4.4.-Cromatograma de los ésteres metilicos correspondiente a una

muestra de la variedad Verdial.

La aplicacion de esta metodologia a las distintas muestras de aceite permite
cuantificar los acidos grasos presentes. Los resultados obtenidos, expresados como %

se muestran en la Tabla 4.10.
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Tabla 4.10.- Resultados obtenidos del perfil de dcidos grasos de las diferentes muestras en %.

Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Muetras Acido Mirstico Palmitico Palmitoléico Margarico Margaroléico  Acido Estearico  Acido Oléico  Acido Linoleico Araquidico Linolenico Gadoléico

A3 0,02 17,87 2,25 0,17 0,32 2,07 63,66 12,45 0,36 0,63 0,22
As 0,02 17,76 1,92 0,15 0,28 2,06 64,12 12,25 0,37 0,6 0,23
A7 0,02 18,29 1,71 0,17 0,32 2,03 63,61 12,37 0,38 0,61 0,25
An 0,02 16,58 1,29 0,15 0,27 2,08 67,75 10,4 0,38 0,56 0,25
A13 0,02 17,25 1,58 0,16 0,3 2,08 66,52 10,63 0,38 0,59 0,25
A5 0,02 15,58 1,31 0,12 0,22 2,14 70,51 8,52 0,37 0,55 0,25
A16 0,02 15,6 1,39 0,09 0,17 2,27 71,41 7,68 0,35 0,55 0,23
A17 0,02 17,88 1,93 0,13 0,26 1,87 62,71 13,81 0,36 0,59 0,24
A18 0,02 17,79 1,93 0,13 0,26 1,87 62,8 13,79 0,36 0,59 0,24
A20 0,02 17,67 1,94 0,13 0,26 1,88 62,77 13,88 0,36 0,6 0,25
A23 0,02 17,53 1,97 0,14 0,27 1,9 63,55 13,24 0,35 0,58 0,24
A2s 0,02 18,23 1,88 0,13 0,25 1,88 62,45 13,71 0,37 0,6 0,25
A28 0,01 13,13 1,03 0,06 0,09 3,09 76,03 4,62 0,4 0,67 0,22
A30 0,01 12,9 1,03 0,06 0,1 3,19 76,15 4,79 0,39 0,66 0,21
A31 0,02 12,81 1,03 0,06 0,1 3,19 76,23 4,79 0,39 0,66 0,22
A34 0,02 12,33 1 0,06 0,1 3,27 76,52 4,92 0,39 0,65 0,21
A36 0,01 12,43 0,98 0,06 0,1 3,35 76,18 4,96 0,4 0,68 0,22
A39 0,01 16,13 1,61 0,1 0,19 2,02 68,1 10,4 0,35 0,54 0,24
A41 0,02 17,66 1,54 0,12 0,22 1,88 65,92 11,25 0,36 0,5 0,26
A46 0,02 17,61 1,89 0,13 0,26 1,88 61,88 14,85 0,37 0,61 0,27
As50 0,02 17,39 1,96 0,16 0,31 2,06 63,29 13,29 0,39 0,64 0,25
As53 0,01 12,39 1,18 0,06 o,M 2,73 76,31 5,56 0,35 0,55 0,21
Ass 0,01 12,84 1,08 0,01 0,05 2,82 77,1 4,21 0,37 0,58 0,22
As7 0,01 13,14 1,21 0,04 0,07 3,1 75,82 4,91 0,34 0,55 0,2




Tabla 4.10.- (Continuacién) Resultados obtenidos del perfil de dcidos grasos de las diferentes muestras en %.
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Acido acido Acido Acido Acido Acido Acido
Muetras Acido Mirstico Palmitico Palmitoléico Margarico Margaroléico Acido Estedrico  Acido Oléico  Acido Linoleico Araquidico Linolenico Gadoléico

A58 0,01 15,77 1,1 0,06 0,1 2,82 73,37 5,18 0,34 0,51 0,2
As9 0,01 13,28 1,07 0,05 0,08 2,87 76,62 4,17 0,36 0,57 0,22
A61 0,01 13,06 1,28 0,05 0,08 3,4 74,74 5,61 0,36 0,64 0,2
A62 0,01 13,15 1,28 0,05 0,08 3,4 74,64 5,61 0,36 0,64 0,2
A63 0,01 13,16 1,28 0,05 0,09 3,44 74,44 5,65 0,38 0,66 0,21
A64 0,01 12,03 1,12 0,05 0,08 3,78 75,2 6,08 0,38 0,68 0,21
A65 0,01 12,24 1,04 0,05 0,09 3,39 76,07 5,44 0,35 0,68 0,19
A67 0,02 11,83 0,68 0,19 0,28 3,35 73,63 7,7 0,55 0,69 0,33
A70 0,01 10,98 0,57 0,18 0,27 3,02 74,15 8,4 0,54 0,76 0,36
A71 0,01 10,29 0,54 0,18 0,27 3,06 75,05 8,26 0,54 0,8 0,37
A72 0,02 17,54 1,47 0,13 0,23 1,89 64,19 13,09 0,36 0,59 0,26
A73 0,02 15,96 1,47 0,13 0,25 1,92 64,96 13,71 0,42 0,61 0,3
A74 0,02 21,39 1,48 0,14 0,24 1,76 62,05 11,63 0,33 0,54 0,23
A75 0,02 15,99 1,48 0,13 0,25 1,85 66,61 12,15 0,38 0,58 0,29
A76 0,02 16,9 1,2 0,12 0,23 1,94 67,06 11,16 0,36 0,54 0,25
A77 0,01 1,13 0,86 0,05 0,09 3,36 77,85 4,7 0,4 0,71 0,22
A78 0,01 10,28 0,86 0,07 0,12 3,37 77,73 5,41 0,45 0,73 0,26
A79 0,01 11,01 0,76 0,08 0,11 3,39 77,87 4,75 0,43 0,69 0,25
A8o 0,01 10,55 0,78 0,07 0,11 3,35 78,22 4,86 0,43 0,71 0,25
A81 0,01 11,64 0,91 0,14 0,19 3,82 74,88 6,34 0,49 0,77 0,25
A88 0,01 1,39 0,89 0,13 0,19 3,73 75,42 6,21 0,48 0,76 0,25
A92 0,01 10,24 0,43 0,19 0,28 3,26 75,46 7,74 0,56 0,75 0,38
A9s 0,01 10,35 0,47 0,19 0,28 3,25 75,23 7,84 0,57 0,75 0,37

A96 0,01 10,3 0,47 9,19 0,28 3,22 7547 7,88 0,57 0,75 0,37
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Tabla 4.10.- (Continuacién) Resultados obtenidos del perfil de dcidos grasos de las diferentes muestras en %.

Acido
Muetras Acido Behénico Lignocérico C18:1/C18:2 C16:0/C18:2 Insaturado/saturado Muetras Acido Behénico Acido Lignocérico C18:1/C18:2 C16:0/C18:2 Insaturado/saturado
A3 0,09 0,1 5,11 1,43 3,84 As8 0,09 0,44 14,16 3,04 4,12
As 0,1 0,14 5,23 1,45 3,86 As9 0,1 0,59 18,38 3,19 4,79
A7 0,11 0,14 5,14 1,48 3,73 A61 0,09 0,49 13,33 2,33 4,73
At 0,11 0,16 6,51 1,59 4,13 A62 0,1 0,49 13,3 2,34 4,7
A3 0,11 0,13 6,26 1,62 3,97 A63 0,1 0,53 13,17 2,33 4,66
A15 0,1 0,3 8,27 1,83 4,37 A64 0,1 0,28 12,37 1,98 5,01
A16 0,1 0,15 9,3 2,03 4,38 A65 0,09 0,36 13,99 2,25 5,06
A17 0,1 0,1 4,54 1,29 3,89 A67 0,16 0,6 9,56 1,54 4,99
A18 0,1 0,11 4,56 1,29 3,91 A70 0,17 0,58 8,83 1,31 5,46
A20 0,11 0,15 4,52 1,27 3,92 A71 0,16 0,46 9,09 1,25 5,8
A23 0,1 0,1 4,8 1,32 3,96 A72 0,11 0,12 4,9 1,34 3,96
A5 0,11 0,13 4,55 1,33 3,79 A73 0,14 0,1 4,74 1,16 4,35
A28 0,1 0,54 16,45 2,84 4,76 A74 0,1 0,1 533 1,84 3,19
A30 0,11 0,4 15,9 2,69 4,86 A75 0,12 0,14 5,48 1,32 4,37
A31 0,11 0,41 15,93 2,68 4,89 A76 0,1 0,12 6,01 1,51 4,11
A34 0,11 0,42 15,56 2,51 5,02 A77 0,1 0,5 16,56 2,37 5,42
A36 0,11 0,52 15,36 2,51 4,92 A78 0,13 0,56 14,36 1,9 5,72
A39 0,1 0,22 6,55 1,55 4,28 A79 0,12 0,52 16,38 2,32 5,43
A41 0,11 0,16 5,86 1,57 3,92 A8o 0,12 0,53 16,1 2,17 5,64
A46 0,11 0,12 4,17 1,19 3,94 A81 0,14 0,42 11,81 1,84 5,01
A50 0,11 0,12 4,76 1,31 3,94 A88 0,13 0,41 12,15 1,84 5,14
As3 0,09 0,45 13,72 2,23 5,22 A92 0,17 0,53 9,75 1,32 5,68
As5 0,1 0,6 18,29 3,05 4,97 A95 0,17 0,52 9,59 1,32 5,64
As57 0,09 0,52 15,45 2,68 4,8 A96 0,17 0,31 9,58 1,31 5,77
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Tabla 4.10.- (Continuacién) Resultados obtenidos del perfil de dcidos grasos de las diferentes muestras en %.

Acido
Muetras Acido Behénico Lignocérico C18:1/C18:2 C16:0/C18:2 Insaturado/saturado Muetras Acido Behénico Acido Lignocérico C18:1/C18:2 C16:0/C18:2 Insaturado/saturado
A3 0,09 0,1 5,11 1,43 3,84 As8 0,09 0,44 14,16 3,04 4,12
As 0,1 0,14 5,23 1,45 3,86 As9 0,1 0,59 18,38 3,19 4,79
A7 0,11 0,14 5,14 1,48 3,73 A61 0,09 0,49 13,33 2,33 4,73
At 0,11 0,16 6,51 1,59 4,13 A62 0,1 0,49 13,3 2,34 4,7
A3 0,11 0,13 6,26 1,62 3,97 A63 0,1 0,53 13,17 2,33 4,66
A15 0,1 0,3 8,27 1,83 4,37 A64 0,1 0,28 12,37 1,98 5,01
A16 0,1 0,15 9,3 2,03 4,38 A65 0,09 0,36 13,99 2,25 5,06
A17 0,1 0,1 4,54 1,29 3,89 A67 0,16 0,6 9,56 1,54 4,99
A18 0,1 0,11 4,56 1,29 3,91 A70 0,17 0,58 8,83 1,31 5,46
A20 0,11 0,15 4,52 1,27 3,92 A71 0,16 0,46 9,09 1,25 5,8
A23 0,1 0,1 4,8 1,32 3,96 A72 0,11 0,12 4,9 1,34 3,96
A5 0,11 0,13 4,55 1,33 3,79 A73 0,14 0,1 4,74 1,16 4,35
A28 0,1 0,54 16,45 2,84 4,76 A74 0,1 0,1 533 1,84 3,19
A30 0,11 0,4 15,9 2,69 4,86 A75 0,12 0,14 5,48 1,32 4,37
A31 0,11 0,41 15,93 2,68 4,89 A76 0,1 0,12 6,01 1,51 4,11
A34 0,11 0,42 15,56 2,51 5,02 A77 0,1 0,5 16,56 2,37 5,42
A36 0,11 0,52 15,36 2,51 4,92 A78 0,13 0,56 14,36 1,9 5,72
A39 0,1 0,22 6,55 1,55 4,28 A79 0,12 0,52 16,38 2,32 5,43
A41 0,11 0,16 5,86 1,57 3,92 A8o 0,12 0,53 16,1 2,17 5,64
A46 0,11 0,12 4,17 1,19 3,94 A81 0,14 0,42 11,81 1,84 5,01
A50 0,11 0,12 4,76 1,31 3,94 A88 0,13 0,41 12,15 1,84 5,14
As3 0,09 0,45 13,72 2,23 5,22 A92 0,17 0,53 9,75 1,32 5,68
As5 0,1 0,6 18,29 3,05 4,97 A95 0,17 0,52 9,59 1,32 5,64
As57 0,09 0,52 15,45 2,68 4,8 A96 0,17 0,31 9,58 1,31 5,77
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Figura 4.5. -Contenido medio de los distintos dcidos grasos (1. Miristico, 2. Palmitico, 3. Palmitoleico, 4.
Margdrico, 5. Margaroleico, 6. Estedrico, 7. Oleico, 8. Linoleico, 9. Araquidico, 10. Linolénico, 11.Gadoleico, 12.
Behénico, 13. Lignocérico, 14. C18:1/c18:2, 15. C16:0/c18:2, Insaturado/saturado) en las cuatro zonas de estudio

(Niebla, Sanlicar del Guadiana, Beas y Gibraledn). Los valores con la misma letra indican que no existen diferencias

significativas (p<0.05) segtin el test LSD.

Los resultados obtenidos al aplicar el analisis de la varianza muestran que la zona
de cultivo tiene un efecto significativo (p<0.05) sobre algunos de estos compuestos
(acidos palmitoleico, araquidico, linolénico, gadoleico, behénico, asi como la relacién
C16:0/C18:2). Las diferencias significativas entre las medias de cada grupo fueron
evaluadas mediante el test LSD de Fisher. La figura 4.5 representa comparativamente
los valores de los distintos acidos grasos para las muestras de las cuatro zonas de
produccidn estudiadas, las diferentes letras sobre las barras indican las diferencias
significativas entre los grupos. Se observa como el contenido en d4cidos grasos
mayoritarios (palmitico, estedrico, oleico y linoleico) no presenta diferencias
significativas entre las muestras analizadas. Si analizamos el contenido en 4cido

palmitoleico las muestras pertenecientes a la zona de Niebla presentan diferencias
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significativas respecto a las muestras procedentes de Gibraledn, no mostrando
diferencias significativas con las procedentes de las otras dos zonas de estudio. Para
los acidos araquidico y behénico las muestras de Niebla y Sanltcar de Guadiana difieren
de forma significativa de las muestras de Beas y Gibraleén, mientras que para el
contenido en acido linolénico las muestras de Sanlucar difieren significativamente de
los aceites de las otras zonas. Para el 4dcido gadoleico, las muestras procedentes de
Niebla presentan diferencias significativas con la de Beas y Gibraledn, mientras que las
de Sanltcar solo difieren de las de Gibraledn. Por dltimo.para la relacién C16:0/C18:2 las
muestras pertenecientes a la zona de Sanlicar de Guadiana presentan diferencias
significativas respecto a las muestras procedentes de Gibraleén, no mostrando

diferencias significativas con las procedentes de las otras dos zonas de estudio.
Determinacion de esteroles y eritrodiol y uvaol

El andlisis de esteroles se realiza siguiendo el método cromatografico descrito en
el apartado 3.4.3del capitulo 3, que como puede observarse en la figura 4.6permite la

separacion de los compuestos esterdlicos estudiados.

A S L AL A S e T S S L A S e S A T LA S
§ 10 15 il % kKl 1

Figura 4.6.-Cromatograma de esteroles de una muestra de aceite de oliva virgen extra. 1. Colesterol; 2.
Patrén interno; 3. Brasicasterol; 4. Campesterol; 5. Estigmasterol; 6. B-Sitosterol aparente; 7. A-7-Estigmasterol; 8.

Eritrodiol; 9. Uvaol.
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Los resultados del andlisis de esteroles en las muestras asi como la suma de las

concentraciones de eritrodiol y uvaol, expresadas en porcentaje se encuentran

recogidos asi mismo en las Tabla 4.11.

Tabla 4.11.-Resultados del contenido en esteroles, uvaol y eritrodiol.

Esteroles
Totales  Colesterol Brasicasterol Campesterol estigmasterol [-Sitosterol A7zestigmasterol Eritrodiol+u
A3 Arbequina 1704,00 0,10 0,01 3,90 0,80 93,90 0,50 2,60
A5 Arbequina  1474,00 0,10 0,01 3,90 0,90 94,00 0,40 2,40
A7 Arbequina 1448,00 0,01 0,01 3,90 1,10 93,80 0,50 2,70
A1t Arbequina  1120,00 0,10 0,01 3,70 0,90 94,20 0,40 3,60
A13  Arbequina  1391,00 0,01 0,01 3,90 0,90 94,10 0,50 3,10
A15 Arbequina  1141,00 0,20 0,01 3,50 0,90 94,30 0,50 3,20
A16 Arbequina  1194,00 0,10 0,10 3,40 0,90 94,60 0,40 2,30
A17 Arbequina  1651,00 0,10 0,01 3,60 0,90 94,30 0,40 2,30
A18 Arbequina  1490,00 0,10 0,01 3,60 0,90 94,30 0,30 2,20
A20 Arbequina 1677,00 0,10 0,01 3,60 0,80 94,50 0,40 2,40
A23 Arbequina  1502,00 0,10 0,01 3,60 0,80 94,40 0,30 2,10
A25 Arbequina 1664,00 0,01 0,01 3,60 0,90 94,40 0,30 2,60
A28 Picual 1330,00 0,10 0,10 2,90 0,70 95,00 0,50 1,90
A30 Picual 1285,00 0,10 0,01 3,00 0,70 95,00 0,50 1,90
A31  Picual 1217,00 0,10 0,01 3,00 0,70 94,90 0,60 2,00
A34 Picual 1360,00 0,20 0,10 2,90 0,70 94,80 0,50 1,90
A36 Picual 1361,00 0,10 0,01 3,00 0,70 94,90 0,50 1,90
A39 Arbequina  1422,00 0,20 0,10 3,50 0,80 94,50 0,30 2,20
A41  Arbequina  1444,00 0,10 0,01 3,70 0,90 94,30 0,30 2,40
A46 Arbequina  1756,00 0,10 0,01 3,80 1,00 94,00 0,30 2,20
A50 Arbequina 1556,00 0,20 0,01 3,90 0,90 93,90 0,30 2,10
As53  Picual 1228,00 0,01 0,01 3,10 0,80 95,00 0,40 1,80
As5  Picual 1112,00 0,20 0,01 3,00 0,80 94,80 0,40 1,60
As57 Picual 1182,00 0,10 0,01 3,00 0,80 94,80 0,40 1,40
A58 Picual 1089,00 0,01 0,10 3,10 0,80 95,20 0,30 1,70
A59 Picual 1200,00 0,10 0,01 3,00 0,80 95,10 0,40 1,50
A61  Picual 1433,00 0,10 0,10 3,10 0,80 95,00 0,30 1,20
A62 Picual 1359,00 0,01 0,10 3,10 0,80 94,90 0,30 1,20
A63 Picual 1450,00 0,20 0,01 3,10 0,80 94,70 0,40 1,10
A64 Picual 1506,00 0,10 0,01 3,20 0,60 94,60 0,50 1,30
A65 Picual 1427,00 0,01 0,10 3,10 0,50 94,80 0,50 1,30
A67 Verdial 1208,00 0,10 0,10 2,80 1,00 94,90 0,30 6,00
A70 Verdial 1020,00 0,10 0,10 3,20 0,80 94,80 0,30 6,80
A71  Verdial 1228,00 0,20 0,10 3,20 0,90 94,50 0,40 7,50
A72 Arbequina  1550,00 0,01 0,01 3,60 0,70 94,90 0,20 2,20
A73 Arbequina 1655,00 0,10 0,01 3,60 0,70 94,80 0,20 2,20
A74 Arbequina  1521,00 0,01 0,01 3,80 0,70 94,70 0,20 2,10
A75 Arbequina 1368,00 0,10 0,01 3,60 0,70 94,70 0,30 1,90
A76 Arbequina  1540,00 0,01 0,10 3,50 0,70 94,80 0,20 2,60
A77 Picual 1343,00 0,10 0,01 3,20 0,80 94,90 0,40 1,50
A78 Picual 1372,00 0,20 0,01 3,10 1,10 94,40 0,50 2,60
A79 Picual 1409,00 0,10 0,10 3,20 0,80 94,90 0,40 2,60
A80 Picual 1344,00 0,20 0,01 3,30 0,80 94,90 0,30 3,00
A81 Picual 1695,00 0,10 0,01 2,90 1,30 94,40 0,50 2,50
A88 Verdial 1154,00 0,20 0,01 3,20 0,70 94,80 0,40 7,50
A92 Verdial 1204,00 0,20 0,01 3,20 0,60 94,80 0,30 7,60
A95 Verdial 1193,00 0,1 0,01 3,20 0,60 94,80 0,30 8,00
A96 Verdial 1138,00 0,10 0,01 3,20 0,60 95,00 0,30 7,30
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Figura 4.7. Contenido medio de los distintos esteroles (1. Esteroles Totales, 2. Colesterol, 3. Brasicasterol, 4.

Campesterol, 5. Estigmasterol, 6. B-Sitosterol, 7. A-7-Estigmasterol, 8.Eritrodiol+Uvaol) en las cuatro zonas de

estudio (Niebla, Sanltcar del Guadiana, Beas y Gibraledn). Los valores con la misma letra indican que no existen

diferencias significativas (p<0.05) segun el test LSD.

En la figura 4.7se representa comparativamente los valores de los distintos

esteroles analizados en las muestra de las cuatro zonas de produccidn estudiadas, las

diferentes letras sobre las barras indican las diferencias significativas entre los grupos

obtenidas al aplicar el analisis de la varianza a los datos. Las diferencias significativas

entre las medias de cada grupo fueron evaluadas mediante el test LSD de Fisher. Se

observa como la zona de cultivo tiene un efecto significativo (p<0.05) sobre el

contenido en esteroles

totales, estigmasterol,

B-sitosterol,

A7-estigmasterol,

eritrodiol+ uvaol. En las muestras procedentes de Sanlicar de Guadiana, el contenido

en esteroles totales difiere significativamente del de las muestras de Gibraleén y Niebla

siendo mayor en esta Ultima. El contenido en el esterol mayoritario (B-sitosterol) en las
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muestras procedentes de Niebla presenta diferencias significativas con las muestras
procedentes de Beas y Gibraledn. Para el estigmasterol, las muestras de Beas tienen
diferencias significativas con las de Gibraledn, mientras que para el contenido en A-7-
estigmasterol son las muestras procedentes de Gibraledn las que presentan
diferencias significativas con las de Niebla y Beas. La suma de eritrodiol y uvaol en los

aceites de Beas es significativamente mas pequefia que Niebla y Sanltcar de Guadiana.

La aplicacion del LDA a los resultados obtenidos para el contenido en acidos
grasos y esteroles (utilizando criterios de seleccién sucesiva de variables y F entrada
=1), muestra un porcentaje de clasificaciones correctas del 93,75 % tal como puede
observarse en la matriz de clasificacién mostrada en la Tabla 4.12. Sélo dos muestras

procedentes de Sanlidcar de Guadiana y una de Niebla no se clasifican correctamente

€en su grupo.
Tabla 4.12.-Matriz de Clasificacion resultante del analisis discriminante.
Sanlutcar de
Porcentajec  Niebla Beas Gibraleén
Guadiana
orrecto pP=,20833 P=,29167 pP=,27083
pP=,22917
Niebla 90,0000 9 1 0 0
Sanltcar de Guadiana 81,8182 2 9 0 0
Beas 100,0000 0 0 14 0
Gibraleén 100,0000 0 0 0 13
Total 93,7500 1 10 14 13

Las funciones discriminantes calculadas permiten diferenciar los cuatro grupos
de muestras, de forma que cada uno de ellos aparece en un cuadrante del plano
definido por las dos primeras funciones candnicas (Figura 4.8). Asi la funcidn 1 separa
las muestras de Niebla y Sanltcar de Guadiana (scores positivos) de Beas y Gibraledn
(scores negativos), y cada pareja a su vez es separada por la funcién 2. Las variables
con mayor poder de discriminacién fueron los 4cidos estearico, gadoleico, behénico,

palmitoleico y linolénico (correlacionados con la Funcién 1) y el dcido araquidico, el
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campesterol, el dcido palmitoleico y el estigmasterol (correlacionados con la funcién

2).

Niebla

Raiz 2
o

Media Niebla

Sanltcar de Guadiana

Raiz 1

Media SG

Beas

Media Beas

Gibraledn

Media Gibraleén

Figura 4.8. Representacion de las funciones discriminante obtenidas para el conjunto de todas las muestra

en base a los contenidos de acidos grasos y esteroles.

Cuando se aplica el andlisis discriminante estandar para cada una de las

variedades de manera independiente, utilizando las variables seleccionadas como

significativas por el MANOVA, se observa una buena separacion entre los cuatro

grupos cuando las muestras se representaron en el plano definido por las funciones

candnicas principales (Figuras 4.9 y 4.10). En el caso de la variedad Picual, los aceites

procedentes de Beas son los que se muestran mas diferentes del resto, mientras que

para la variedad Arbequina, las mayores diferencias las encontramos para las muestras

de Gibraledn.
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Raiz 2

-15 -10 -5 0 5 10 15 20

Raiz 1

Niebla Sanlticar de Guadiana Beas Gibraleén

Figura 4.9.- Representacién de las funciones discriminantes obtenidas para el conjunto de

Muestras de la variedad Arbequina en base a sus contenidos en 4cidos grasos y esteroles.

Raiz 2

-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20
Niebla Sanltcar de Guadiana Beas Gibraledn

Figura 4.10.- Representacion de las funciones discriminantes obtenidas para el conjunto de

muestras de la variedad Picual en base a sus contenidos en dcidos grasos y esteroles.
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4.2.- Trazabilidad sensorial

Determinados compuestos relacionados con el aroma y el sabor son
biomarcadores de cualquier manipulacion o mal procesamiento que haya sufrido la
aceituna. Por tanto, es necesario desarrollar sistemas que garanticen que los
marcadores de los diversos estadios en la vida de un alimento puedan ser rastreados

de forma sencilla y eficaz.

El aceite de oliva virgen extra tiene una composicién quimica muy variable
(Boggia, R., y col.2002). Esta variabilidad depende sobre todo de la variedad de la oliva,
de las condiciones climaticas, agrondmicas (riego, fertilizacién), del cultivo (cosecha,
maduracién) y de su elaboracién (almacenamiento post-cosecha, extraccién, batido)
(Aparicio, R, y col, 2002). Estos factores pueden afectar sustancialmente Ia

composicion fendlica y a los compuestos volatiles (Aparicio-Ruiz, R. y col., 2000)

La concentracién y composicion de los compuestos fendlicos y aromaticos unida
al andlisis multivariante ha sido utilizada por diversos autores para la clasificacién de
los aceites en funcién de su variedad y de su procedencia geografica. (Ouni Y.y col., G.

Lunay col., Ouni Y.y col, Alkan D. y col.)
4.2.1.- Andlisis de fenoles mediante HPLC-DAD

Para la determinacion del perfil fendlico de las distintas muestras de aceites se

aplicé el método descrito en el Capitulo 3, apartado 3.5.

Las Figuras 4.11- 4.13, muestran los cromatogramas correspondientes a una
muestra de aceite de oliva virgen extra tras someterla al proceso de extraccion,
registradas a distintas longitudes de onda, 280, 320 y 360 nm respectivamente. La
identificacion de los picos se realizé mediante comparacion de los tiempos de

retencion y de los espectros con los de los estandares puros.
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Muestra de AOVEa280onm
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Figura 4.11.-Cromatograma a 280 nm de una muestra de aceite de oliva.

Muestra de AOVEa320nm
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Figura 4.12--Cromatograma a 320nm de una muestra de aceite de oliva.
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. Muestra de AOVEa360nm

~
Luteolina

Apigenina

| ‘ | | ‘
25 5 15 0 125 15 175 ] 05

Figura 4.13.-Cromatograma a 360 nm de una muestra de aceite de oliva.

Los compuestos identificados en las muestras fueron: el hidroxitirosol, tirosol,

acido vainillico, vainillina, acido p-cumadrico, acido o-cumadrico, luteolina y apigenina.

Los compuestos fendlicos identificados en las muestras de aceite de oliva virgen

extra analizadas se recogen en la Tabla 4.13.

Tabla 4.13.-Caracteristicas cromatograficas de los compuestos fendlicos identificados en las muestras.

Compuestos fendlicos A (nm) tz (minutos)

Hidroxitirosol 280 2.3
Tirosol 280 4.0
Acido vainillico 280 6.5
Vainillina 280 8.2
Acido p-cumirico 320 1.5
Acido o-cumérico 280 15.0
Oleuropeina 280 17.3
Luteolina 360 21.1
Apigenina 360 21.7

Los resultados de los compuestos fendlicos obtenidos para las distintas muestras

analizadas, se presentan en las Tablas 4.14- 4.16.
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Tabla 4.14.- Contenido de los compuestos fendlicos individuales de las muestras procedentes de Niebla determinados mediante HPLC-DAD (mg Kg")

Muestras Hidroxitirosol Tirosol Ac. Vainillico Vainillina Ac. p-Cumarico Ac. o-Cumarico Rutina Oleuropeina Luteolina Apigenina
A1 6,5416 0,6055 nd 0,6342 nd 22,7031 3,5049 223,3577 3,5794 1,0794
A2 6,0448 nd nd 0,6345 nd 55,3799 3,8538 135,6572 1,7526 0,1564
A3 6,6657 0,3571 nd 0,5896 nd 91,3085 3,8732 197,2993 0,7012 nd
A4 5,1385 nd nd 0,3000 0,3789 73,5452 2,4078 230,8221 8,4551 1,7199
A5 53279 nd nd 0,4890 0,1251 56,9016 2,3598 186,3278 4,8693 0,9974
A6 4,4755 nd nd 0,8909 0,0485 23,1964 4,6336 278,1549 3,6200 0,7611
A7 4,1998 nd nd 0,6584 0,0283 25,4235 4,6401 332,7051 3,5594 0,9700
A8 5,1536 nd nd 0,6802 0,1902 38,2505 4,8447 292,0458 3,3837 0,9342
A9 8,3301 nd nd 0,1367 0,2802 40,4726 1,6323 127,8301 4,4821 0,5357
A37 93919 0,0947 nd 0,2977 0,0474 24,9613 2,6762 358,7012 2,4491 nd
A38 8,5759 0,2353 nd 0,3710 nd 21,7782 2,4599 320,5345 2,3414 0,6142
A44 51414 nd nd 0,7631 nd 29,8837 4,1796 253,7930 8,2432 2,8406
A45 4,5271 3,3027 nd 1,1067 0,8280 14,6710 5,4212 247,6818 nd nd
A46 3,4725 2,1984 nd 1,0142 0,5157 4,3084 5,1241 167,5575 nd nd
A47 4,7266 2,5536 nd 1,2499 0,5018 17,3628 5,4020 229,1496 nd nd
A48 4,1321 1,6972 nd 0,8808 0,5072 3,3261 5,1578 158,1324 0,0118 nd
A49 6,6881 1,7830 nd 0,8016 0,4217 18,4068 3,9513 261,1571 nd nd
As0 3,9586 nd nd 0,9022 0,0730 9,6566 4,3653 189,7326 nd nd
As1 4,4025 0,0712 nd 0,9077 0,0498 9,4302 4,3422 187,1829 nd nd
As52 7,2884 1,5962 nd 0,7173 0,5001 21,9176 2,7385 282,9639 nd nd
A61 31,7161 13,3381 0,5436 0,5005 1,5012 14,1424 1,1901 157,4649 nd nd
A62 317,6810 12,7543 1,1482 0,5454 1,4609 13,7510 1,1009 138,1924 0,1194 nd
A63 34,3373 13,5986 0,4422 0,5579 1,4581 14,3761 1,1340 155,6535 0,3512 nd
A64 48,8285 11,9730 0,3033 0,3546 0,1138 28,1444 nd 265,7705 nd nd
A65 63,4618 11,9675 0,3293 0,3674 0,1822 32,6480 0,6519 317,6985 nd nd
A66 41,6686 7,8277 nd 0,4774 0,0710 34,1778 0,9855 278,1787 nd nd
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Tabla 4. 15.-Contenido de los compuestos fendlicos individuales de las muestras procedentes de Beas determinados mediante HPLC-DAD (mg Kg™)

Muestras Hidroxitirosol Tirosol Ac. Vainillico Vainillina Ac. p-Cumarico Ac. o-Cumarico Rutina Oleuropeina Luteolina Apigenina
A17 11,0103 0,7984 0,2736 0,8713 0,7333 25,8257 2,5032 379,5461 18,7576 4,1672
A18 8,4837 0,7578 0,6347 0,9645 0,8428 26,0786 2,7458 403,6480 14,0006 3,3941
A19 9,2892 1,3654 1,0098 1,2548 1,0895 31,8127 3,4264 469,7790 13,1329 3,2623
A20 9,3177 0,4342 1,0357 0,8943 0,7477 25,3752 1,9716 167,7282 10,2110 2,5440
A21 9,4557 1,2960 0,8150 1,0130 0,8258 24,3513 2,7396 169,7050 11,3342 2,8864
A22 9,9109 0,0697 0,8651 0,8181 0,5966 29,7126 2,5710 215,6607 10,2298 2,4549
A23 10,4281 2,0284 0,8026 0,8963 0,4160 29,9157 2,6029 214,8339 10,6360 2,4927
A24 8,6946 0,0228 0,7947 0,8916 0,5286 32,1041 2,4101 229,6186 11,4337 2,6487
A25 11,8870 2,5897 1,5806 1,1262 1,1538 23,1688 3,2086 168,5399 13,4023 3,2094
A26 12,5319 3,7880 1,9520 1,4603 1,5465 30,0119 4,0776 210,0919 16,3181 3,9503
A27 23,8559 6,1983 0,4556 0,6282 0,8147 15,0272 1,2664 198,4450 5,6354 1,6722
A28 25,1973 7,2619 0,5128 0,6558 0,9372 16,9785 1,3534 223,9558 6,5948 2,0251
A29 31,2053 9,4141 0,9477 0,5692 1,0684 16,7880 1,0783 218,6668 6,4651 1,9882
A30 28,9216 8,0438 1,0084 0,4933 0,9615 15,9404 1,0118 209,5087 6,5442 1,9318
A3t 32,4490 9,1953 1,0129 0,5874 1,1404 17,9253 1,2001 233,2696 6,7579 2,0695
A32 23,8258 13,3463 1,8330 0,2527 0,7231 10,5662 1,3022 194,2212 8,5703 2,2581
A33 22,1893 10,6768 1,8137 0,3787 0,7347 12,7444 1,1694 197,6190 8,2441 2,2455
A34 17,9453 9,4846 1,0559 0,3689 0,5884 11,7750 1,2323 306,5469 7,7776 2,2768
A35 21,8802 6,5077 0,6746 0,7394 0,9444 13,0379 1,3818 166,4649 7,0472 3,2393
A36 20,5867 9,8006 1,5409 0,4077 0,7223 11,6900 0,8347 400,0055 6,3606 1,5666
A88 71,2047 47,7022 0,7530 0,3452 0,5336 22,7433 0,8674 557,5485 0,1622 0,09438
A89 79,9208 46,7959 0,1426 0,2537 0,6708 25,5353 0,7617 571,1905 0,2027 0,1627
A9o 78,8549 46,0677 0,2874 0,2728 0,6515 24,9684 0,8014 552,0189 nd nd
A91 108,7305 55,5066 0,2505 0,2457 0,8303 22,8322 0,6885 528,3977 0,1750 0,1360
A92 12,3933 66,5452 1,1544 0,2015 1,3286 22,0138 0,8086 413,4429 0,0819 0,0017
A93 111,5338 66,0399 1,1708 0,1971 1,3505 22,3726 0,6318 420,7395 0,1563 0,1444
A94 123,3459 65,3661 0,6883 0,1588 1,3393 23,1539 0,6081 436,8406 0,6083 0,4262
A95 92,2564 56,1536 0,9994 0,3120 0,9389 20,7604 0,7072 456,8896 0,3558 0,3141
A96 95,7129 56,5973 1,3539 0,2735 1,0435 17,3966 0,5996 372,4818 0,4890 0,5080
A97 96,2305 57,1119 1,0280 0,1616 0,9884 16,7791 0,6527 460,8073 0,0438 nd
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Tabla 4.16. Contenido de los compuestos fendlicos individuales de las muestras procedentes de Sanlticar de Guadiana y Gibrale6n determinados mediante HPLC-DAD (mg Kg™)

Hidroxitirosol Tirosol Ac. Vainillico Vainillina Ac. p-Cumarico Ac. o-Cumarico Rutina Oleuropeina Luteolina Apigenina
A10 7,0956 nd nd 1,0152 0,1791 51,3460 3,9862 249,8171 4,6687 1,4848
An 4,5105 nd nd 1,3502 0,3436 42,4105 5,0246 245,6764 9,7519 2,510
A12 4,8186 nd nd 1,2099 0,0099 54,1962 5,3861 221,4677 6,3042 1,7177
A13 9,9563 nd nd 0,8067 nd 58,4764 4,2702 144,7476 8,4369 1,6636
A4 4,4397 nd nd 1,1726 0,3743 40,4013 4,5653 164,0269 9,3698 2,2253
At15 6,4069 nd nd 1,0178 0,2036 61,5617 3,9294 158,1204 10,1428 2,5397
A16 8,2513 1,1977 nd 0,6841 0,6965 52,9236 2,8672 172,5609 13,9392 3,2361
A39 9,7819 2,2882 nd 0,8255 0,5649 23,5928 3,4128 309,9078 7,7020 2,1987
A40 8,5953 3,4341 nd 0,8726 0,6390 28,2112 3,4347 361,9090 9,1170 2,5019
A41 6,1459 1,6089 nd 0,8660 0,4217 16,2360 3,2535 235,6122 8,9019 2,7856
A42 4,9741 nd nd 0,7441 0,0366 30,7017 3,9823 258,2513 7,5362 2,5727
A43 5,8316 nd nd 0,7012 nd 31,2268 4,1081 266,1782 6,9322 2,4705
As3 25,7921 6,6986 nd 0,6783 0,2921 40,7831 1,4624 434,7635 nd nd
As4 27,0136 7,1445 nd 0,6678 0,2379 41,0987 1,2199 431,2983 nd nd
Ass 34,9296 12,4093 0,5131 0,6151 0,6315 12,8709 1,0665 216,6077 nd nd
As6 45,6330 14,3796 0,0593 0,4794 0,8424 16,7182 0,9997 179,2860 nd nd
As7 32,0202 10,4495 nd 0,5521 0,9060 15,9591 0,9635 169,7382 0,3418 nd
A58 23,9565 8,6937 nd 0,6505 0,5471 42,8335 1,6040 486,6284 nd nd
As9 29,0772 11,5747 0,3849 0,5144 0,8372 12,1755 1,2931 151,2198 0,0177 nd
A60 36,6980 11,3446 nd 0,6297 0,8664 16,1789 0,8903 162,0299 0,1270 nd
A72 30,9429 2,8981 nd 0,7715 nd 25,7873 2,5652 116,3070 0,9526 0,3794
A73 20,1772 0,5726 nd 0,6948 nd 25,4358 2,1068 123,8514 0,5518 0,1366
A74 14,7056 nd nd 0,4975 nd 26,3191 2,0583 133,0702 0,4815 0,0271
A75 15,2691 nd nd 0,5023 nd 28,7659 1,8852 150,4404 1,9673 0,4653
A76 13,4485 nd nd 0,7357 nd 34,0432 2,3876 214,2499 0,7584 0,1800
A77 87,6806 17,6136 1,6829 0,2456 0,1315 8,2045 0,6450 106,6292 1,7187 0,3174
A78 72,3348 20,2590 0,2105 2,0382 0,1355 11,8635 1,1007 158,0488 0,5401 0,0383
A79 62,7221 12,5894 0,6207 0,4799 0,8396 19,5654 1,2837 192,3346 0,3154 0,0397
A80 53,4573 12,0266 1,2348 0,4178 0,6859 22,3824 1,194 190,5117 nd nd
A81 102,3147 15,4093 2,3621 0,5103 0,7809 27,7418 1,9917 359,3842 0,3258 0,0012
A67 124,6020 74,8783 0,7280 0,2285 1,7685 13,9155 0,6353 282,2852 0,5494 0,5218
A68 79,9949 51,3672 0,2682 0,5068 0,9631 24,9041 0,6009 445,1501 0,2840 0,1741
A69 76,7364 59,6620 nd 0,1098 0,7254 13,0020 0,6898 302,6670 0,2723 0,2504
A70 85,0697 63,9519 0,0226 0,1914 0,9586 10,4138 0,6509 242,8574 nd 0,0420
A71 106,6291 46,1887 nd 0,1030 0,0396 17,3500 0,7096 347,3572 0,7657 0,4229
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Figura 4.14.-Contenido medio de los distintos fenoles (1. Hidroxitirosol, 2. Tirosol, 3. Ac. Vainillico, 4.
Vainillina, 5. Ac. p-cumdrico, 6. Ac. o- cumdrico, 7. Rutina, 8.0leuropeina, 9. Luteolina, 10. Apigenina) en las cuatro
zonas de estudio (Niebla, Sanlicar del Guadiana, Beas y Gibraledn). Los valores con la misma letra indican que no

existen diferencias significativas (p<0.05) segun el test LSD.

La figura 4.14, muestra los valores de las medias para cada uno de los
compuestos fendlicos analizados, indicando las distintas letras sobre las barras la
existencia de diferencias significativas entre las zonas de procedencia de las muestras.
Se observa como para el contenido en apigenina y luteolina, las muestras procedentes
de Niebla y Gibraleén difieren significativamente de las de Beas y Sanllcar de
Guadiana. El contenido en flavonas es mayor en las muestras de Sanlicar de Guadiana
y Beas. Para la vainillina y el acido o-cumarico son las muestras de Sanlicar de
Guadiana las que presentan un contenido significativamente mayor que las de Beas y
Gibraledn. Las muestras procedentes de Niebla y Sanlicar de Guadiana difieren
significativamente de las de Beas y Gibraleén en sus contenidos de hidroxitirosol,

tirosol y rutina, siendo mayor el contenido en hidroxitirosol y tirosol en las muestras de
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Beas y Gibraleén mientras que el contenido en rutina es mayor en las muestras de
Niebla y Sanlicar de Guadiana. Para los valores de p-cumdrico y oleuropeina, las
muestras de Beas difieren del resto de zonas, presentando mayor concentracion de
estos componentes. Por ultimo, para el contenido en acido vainillico las muestras de
Beas también mostraron contenidos significativamente mas altos que el resto, seguido

por Gibraledn.

Cuando se aplicd el andlisis discriminante a los valores obtenidos para estos
compuestos (utilizando criterios de seleccion sucesiva de variables y F entrada =1), y
su correspondiente andlisis candnico, se obtiene un modelo con 10 variables que
permite un 80,6 % de clasificaciones correctas (Tabla 4.17) para las diferentes zonas de
estudio. No obstante las muestras procedentes de Gibraledn sdélo se clasifican
correctamente en un 43%. Como se observa en las Figura 4.15, la representacion
grafica de los valores obtenidos para las dos funciones candnicas principales, muestran
una tendencia a la separacidon de las muestras de Beas con respecto al resto de las
zonas que aparecen relativamente mezcladas a pesar de que los valores medios se
encuentran separados a lo largo de laraiz 1. Estos resultados nos llevaron a pensar que
el empleo de un mayor nimero de variables incluidas dentro del perfil sensorial de las
muestras (otros compuestos fendlicos y aromas) podria arrojar resultados mas
satisfactorios en la trazabilidad de las muestras. Por este motivo se procedid al analisis
de un grupo representativo de muestras con técnicas que permitiesen detectar un
mayor numero de compuestos fendlicos (UHPLC-MS/MS) asi como compuestos

volatiles (SPME- GC-FID).
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Tabla 4.17.- Matriz de Clasificacion resultante del anélisis discriminante.

Porcentaje Niebla Beas Sanltcar de Guadiana - Gibraleén
Correcto P=,28571 P=,32653 P=,22449 p=,16327
Niebla 78,5714 22 o] 5 1
Beas 100,0000 o] 32 (o] o]
Sanltcar de
. 81,8182 o] 18 1
Guadiana ! 3
Gibraleén 43,7500 6 3 o]
Total 80,6122 31 35 23 9
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Figura 4.15.- Representacidn de las funciones discriminantes obtenidas para el

conjunto de muestra en base a su perfil fendlico obtenido mediante HPLC-DAD.

4.2.2.- Andlisis de fenoles mediante UHPLC-MS y volatiles

Las muestras utilizadas tanto para el estudio del perfil fendlico como para el

contenido en compuestos volatiles se recogen en la tabla 4. 18.
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Para la determinacién del perfil fendlico y el contenido en voldtiles de las
distintas muestras de aceites se aplicaron los métodos descritos en los apartados 3.4.5
y 3.4.6 respectivamente. En las siguientes tablas se muestran el contenido de los
fenoles individuales asi como de los compuestos volatiles de las diferentes muestras

analizadas.

Tabla 4.18.- Descripcidn de las muestras utilizadas para la determinacién del

perfil fendlico y para el contenido en volatiles.

MUESTRA PROCEDENCIA VARIEDAD
As Niebla Arbequina
A1t Sanlucar de Guadiana Arbequina
A15 Sanlucar de Guadiana Arbequina
A16 Sanlucar de Guadiana Arbequina
A17 Beas Arbequina
A23 Beas Arbequina
A30 Beas Picual
A31 Beas Picual
A34 Beas Picual
A39 Sanldcar de Guadiana Arbequina
As50 Niebla Arbequina
A63 Niebla Picual
A64 Niebla Picual
A70 Gibraledn Verdial
A73 Gibraledn Arbequina
A88 Beas Verdial
A46 Niebla Arbequina
As5 Sanltcar de Guadiana Picual
A67 Gibraledn Verdial
A81 Gibraleén Picual
A92 Beas Verdial
A9s Beas Verdial
A96 Beas Verdial
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Tabla 4.19.-Contenido de los compuestos fendlicos individuales de las diferentes muestras determinados mediante HPLC-UPLC-Ms (mg Kg™)

Acido  Acido Acido p- Acido p- Acido Acidop- Acido  Acido

galico protocatéquico  Hidroxitirosol hidroxibenzoico Tirosol hidroxiphenilacético  vainillico Vainillina cumarico ferdlico cinamico Luteolina Pinoresinol Apigenina
As 0,1205 0 1,0895 [o] [o] (o] 0,0715 0,0464 0,0569  0,0273 0,0537 0,4072 4,2405 0,1468
An 0,1217 (o] 3,2520 (o] 1,6595 (o] 0,2149 0,4806 0,1488 0,0887 0,1058 0,2185 10,2919 0,0916
A15 0,183 [o] 2,7208 [o] 2,4802 [o] 0,1781 0,4216 0,1827 0,0964 0,0578 0,3105 4,2257 0,166
A16 0,198 (o] 10,7937 (o] 9,9811 (o] 0,2870 0,3434 0,2243 0,1017 0,0753 0,3645 5,4851 0,1353
A17 0,186 [o] 2,5375 [o] 3,8064 [o] 0,4633 0,3860 0,2390  0,2258 0,2615 0,4881 10,2442 0,1576
A23 0,187 (o] 47,4603 (o] 4,7726 (o] 0,3669 0,3254 0,2572 0,1970 0,2192 0,5576 8,3541 0,1836
A30 0,1181 0,1558 48,1981 0,0842 29,6731 (o] 0,3435 0,2551 0,3336 0,2318 0,2722 0,3123 0,4318 0,189
A3t 0,189 0,1595 33,5049 0,0899 30,3945 (o] 0,3368 0,2651 0,3409  0,2079 0,2813 0,2768 0,4905 0,1055
A34 0,187 [o] 2,4489 0,1002 38,1407 [o] 0,3116 0,2101 0,2700 0,1455 0,3686 0,1755 0,4965 0,0670
A39 0,196 (o] 1,2679 (o] 7,3809 (o] 0,3323 0,3260 0,2451 0,1918 0,1460 0,4389 5,3339 0,1601
A46 0,1167 [o] 0,1378 [o] 4,7418 [o] 0,2164 0,3579 0,2948  0,2262 0,2518 0,2525 7,1155 0,0960
As0 0,196 [o] 2,2395 [o] 0,5420 [o] 0,1696 0,3225 0,2092  0,1608 0,1326 0,2864 4,6148 0,0927
As5 0,1166 (o] 43,0349 0,0845 27,2935 (o] 0,3941 0,2593 0,3213  0,1664 0,1699 0,3432 1,2035 0,1273
A63 0,1242 0 45,0597 0,1146 25,6806 [o] 0,3895 0,2507 0,3745 0,2112 0,3283 0,1540 4,2563 0,0568
A64 0,195 [o] 67,1751 0,0742 31,7162 [o] 0,1413 0,2036 0,1867  0,0942 0,5898 0,1880 2,0485 0,0454
A67 0,186 [o] 112,2799 0,2640 126,0876 0,0426 0,2530 0,1244 0,4419 0,4912 0,1983 0,2810 0,9644 0,1472
A70 0,194 [o] 82,1223 0,1986 108,2484 0,1132 0,3805 0,1387 0,3112  0,2656 0,1601 0,5247 0,9425 0,2497
A73 0,179 [o] 15,4488 [o] 3,6993 [o] 0,2718 0,2283 0,1063 0,1323 0,1065 0,7964 5,1408 0,2628
A81 0,1186 0 19,1848 0,1470 82,1447 0,0000 0,2142 0,2260 0,2348  0,1449 0,3888 0,4020 2,2852 0,1128
A88 0,187 0 54,4537 0,1461 79,6113 0,0512 0,2382 0,1647 0,1954  0,1694 0,1696 0,2962 0,7959 0,1384
A92 0,1185 (o] 70,2608 0,1855 93,3272 0,1023 0,2783 0,1396 0,3235  0,3022 0,3250 0,4004 0,7315 0,1855
A95 0,1201 [o] 73,5594 0,1504 81,4738 0,0457 0,2700 0,1497 0,2646 0,2523 0,2243 0,2868 0,7748 0,1460
A96 0,1194 [¢] 77,2865 0,17789 95,0707 0,0756 0,3051 0,1454 0,2577 0,1971 0,2439 0,4006 0,8184 0,2155
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Tabla 4.19.- (Continuacién) Contenido de los compuestos fendlicos individuales de las diferentes muestras determinados mediante HPLC-UPLC-Ms (mg Kg™)

1-fenil-6,7-dihidroxi-

1-(3-metoxy-4-hydroxi)fenil-

isocromano (Acido 6,7-dihidroxi-isocromano 3,4-DHPEA-AC  3,4-DHPEA-EDA  3,4-DHPEA-EA Methyl 3,4-DHPEA-EA p-HPEA-EA p-HPEA-EDA Acido

galico) (Acido galico) (Acido galico) (Oleuropeina)  (Oleuropeina) (Acido galico) (Acido galico) (Acido galico)  Homovanillico
A5 19,2195 0,6228 0,6228 261,8844 6,5572 0,6228 1,6526 15,7591 0,1878
An 33,1222 0,6352 2,0993 133,3854 4,9169 0,6352 1,0579 4,5235 0,1396
A15 38,8930 0,6367 3,4087 177,8510 7,3983 0,6367 2,6472 7,6123 0,1101
A16 27,6116 0,6350 2,4425 171,7824 11,1686 0,6588 5,1131 4,6117 0,1202
A17 15,2812 0,6459 7,2747 128,0583 4,5038 0,6459 0,8952 4,0887 0,147
A23 21,6308 0,6418 7,0787 124,9945 4,6679 0,6418 1,0860 4,8949 0,0929
A30 46,4049 0,6382 2,3304 69,7353 54,9578 0,6382 22,3430 5,7848 1,3999
A3t 50,1350 0,6419 2,3927 72,4028 55,8444 0,6419 22,2713 0 1,1783
A34 50,7825 0,6428 1,8502 58,3142 55,8132 0,6428 25,6697 5,4028 0,7744
A39 36,1549 0,6472 2,1535 120,2791 6,0138 0,6472 2,6769 6,0359 0,0800
A46 12,3722 0,6305 1,7557 32,9572 3,8791 0,6305 0,7284 3,3446 0,0420
As0 11,2549 0,6457 1,6778 57,4501 4,1779 0,6457 0,9262 3,8773 0,0355
As5 51,0869 0,6321 0,9120 55,2193 62,0953 0,6504 24,3931 4,6066 1,0378
A63 2,6935 0,6410 1,5455 58,5459 69,3630 0,6523 16,9181 3,2795 0,8316
A64 30,2495 0,6442 1,7662 62,8517 70,7373 0,6442 16,9608 3,0622 5,6523
A67 44,9926 0,6475 1,4494 52,6807 67,7299 0,6648 27,9954 5,8066 0,7187
A70 44,5780 0,6459 1,9287 56,4673 59,3290 0,6459 29,3677 6,9743 0,6857
A73 8,6670 0,6499 1,2039 17,8346 4,8197 0,6631 1,1910 3,2564 0,0741
A81 25,5692 0,6455 1,4062 9,4627 44,0654 0,6455 13,6728 3,8421 1,1860
A88 36,1078 0,6445 1,4992 63,6275 44,4785 0,6445 26,7053 7,6207 1,3015
A92 42,3652 0,6421 1,6419 57,6513 48,0734 0,6421 22,5644 5,9267 1,0904
A95 40,7387 0,6489 1,6644 52,5395 54,8378 0,6489 27,4684 6,4376 0,8926
A96 33,3817 0,6427 1,5844 34,1811 46,4469 0,6427 20,4965 4,3064 3,8312
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Tabla 4.20.- Contenido en compuestos volatiles de las diferentes muestras de las diferentes muestras determinados mediante GC-FID (mg Kg™)

ACETATO DE 3- -
OCTANO ACETATO DE METILO  E-2-OCTENO BUTANAL ETILO 2-BUTANONA METILBUTANAL ETANOL PENT/iNONA PENTANAL
As 0,0347 0,0230 0,0198 0,0088 0,0646 0,0441 0,0620 0,8565 0,2396 0,5606
An 0,0398 0,0419 0,0307 0 0,2798 0,0801 0,5172 1,2841 0,2796 0,6892
A15 0,0256 0,0285 0,0224 0,0058 0,3659 0,1026 0,0954 1,4005 0,5048 0,9986
A16 0,0322 0,0197 0,0178 0,0042 0,0468 0,0587 0,0820 0,4602 0,4759 0,8739
A17 0,1140 0,0261 0,1499 0,0071 0,6450 0,1397 0,0304 1,0197 0,3746 0,5529
A23 0,0582 0,0185 0,1564 0,0099 0,6027 0,194 0,0255 1,0890 0,3244 0,5342
A30 0,0608 0,1038 0,2892 0,0044 1,4783 0,3462 0,0164 2,4328 0,3710 0,6551
A3t 0,0934 0,1256 0,3050 0,0107 1,8050 0,3865 0,0055 3,1777 0,5699 1,0539
A34 0,0943 0,0288 0,0941 0,0055 0,6503 0,1787 0,0029 2,4651 0,2907 0,5744
A39 0,0678 0,0270 0,0398 0,0100 0,5133 0,1487 0,0851 2,8542 0,4132 0,6930
A46 0,2062 0,0648 0,0665 0,0113 0,3137 0,1246 0,4517 2,6333 0,4066 0,3947
Aso 0,0800 0,0329 0,1163 0,0085 0,1587 0,1445 0,3555 2,1686 0,3623 0,6171
As5 0,0639 0,1546 0,0276 0,0072 0,2867 0,1219 0,0269 2,7366 0,6018 1,0157
A63 0,0925 0,0556 0,0557 0,0058 0,3805 0,0779 0,0075 2,8330 0,3236 0,5247
A64 0,1306 0,0205 0,0270 0,0033 0,2537 0,0767 0,0224 3,1760 0,1567 0,4024
A67 0,4312 0,1496 0,1540 0,0078 0,3607 0,1940 0,0039 4,1457 0,2435 0,1930
A70 0,5869 0,1307 0,2521 0,0060 0,4220 0,2324 o] 3,5100 0,8299 0
A73 0,0951 0,0387 0,0479 0,0041 0,2261 0,0583 0,0085 1,371 0,5030 0,2747
A81 0,6354 0,0953 0,0711 0,0078 0,5495 0,1984 0,0699 3,3249 0,1341 0,2340
A88 0,5327 0,0248 0,0681 0,0069 0,3016 0,2575 (o] 2,0101 0,1784 0,2283
A92 0,6119 0,0061 0,0954 0,0065 0,6021 0,1920 0 2,0738 0,123 0,1432
A95 0,3573 0,0058 0,0452 0,0057 0,2650 0,0926 (o] 2,3234 0,1302 0,1621
A96 0,3446 0,0120 0,1290 0,0030 0,5046 0,1964 0 1,9715 0,1633 0,1538
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Tabla 4.20.- (Continuacién) Contenido en compuestos volatiles de las diferentes muestras de las diferentes muestras determinados mediante GC-FID (mg Kg™)

2-METIL-1- 1-PENTEL-3-
4-METIL-2-PENTANONA 1-PENTEN-3-ONA 2-BUTANOL TOLUENO HEXANAL PROPANOL E-2-PENTENAL 1-BUTANOL oL
A5 0,0079 0,0904 0,0162 0,0111 0,8993 0 0,0226 0 0,1020
An 0 0,0267 0,0092 0 1,0147 0 0,0144 0,0054 0,0943
A15 0,0038 0,0345 0 0,0108 0,6042 0 0,0164 0 0,1008
A16 0,0065 0,041 0 0 1,1726 0 0,0161 0,0075 0,0816
A17 0,0086 0,0663 0,0231 0,0145 1,6991 o] 0,031 o] 0,0965
A23 0,0065 0,0337 0,0128 0,0145 0,9913 0,0077 0,0190 0 0,0540
A30 0 0,0089 0,0161 0,0174 0,2303 0,0203 0,0033 0,0092 0,0350
A31 0 0,0158 0,0169 0 0,4117 0,0268 0,0083 0,0167 0,0732
A34 (o] 0,0077 0,0264 0,0173 0,2112 0,0229 0,0028 0,0083 0,0298
A39 0,0076 0,0589 0,0093 0,0244 1,6556 0 0,0309 0,0122 0,1122
A46 (o] 0,0385 0,0047 o] 0,8381 o] 0,0315 0,0087 0,0915
As0 0 0,0299 0,0098 0,0259 0,5520 0 0,0230 0,0103 0,0837
As5 o] 0,0282 o] 0 0,4841 o] 0,0236 o] 0,0752
A63 0 0,0157 0,0179 0 0,5370 0 0,0186 0,0555 0,0310
A64 o} 0 0,0250 0 0,1509 0 0,0045 0,0184 0,0109
A67 0 0,0049 0,0067 0,0298 0,6453 0 0,0114 0,0511 0,0511
A70 0,0072 0,0309 0,2040 0 0,8091 o] 0,0088 o] 0,0681
A73 0 0,0209 0 0 1,6778 0 0,0189 0,0142 0,1035
A81 (o] o] 0,1156 0,0756 0,2906 0,2768 0,0229 0,0207 0,0158
A838 0 0,0151 0,117 0 0,5386 0,0155 0,0059 0,0283 0,0472
A92 o} 0,0048 0,0222 0,0138 0,1495 0,0141 0 0,0116 0,0095
A95 0 0,0115 0,0039 0 0,2200 0 0 0,0128 0,0172
A96 0 0,0105 0,0111 0 0,2231 0 0 0,0135 0,0116
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Tabla 4.20. -(Continuacién) Contenido en compuestos volatiles de las diferentes muestras de las diferentes muestras determinados mediante GC-FID (mg Kg™)

2-METIL-1-

HEPTANAL LIMONENO BUTANOL

A5

A1

A15
A16
A17
A23
A30
A31

A34
A39
A46
As50
As5
A63
A64
A67
A70
A73
A81
A88
A92
A95
A96

O O O O OO O O o O

o
o
o
O
o

)

o O O O ©o

0,0064

0,0072
0,0055
0,0095
0,0071
0,0068

o O O o

0,0040

O O O O O © ©

o
o
o
o]
v

’

O O O O 0O o O o o

0,0365
0,1564
0,0337
0,0651
0,1017
0,0825
0,0680
0,1090
0,1162
0,0804
0,3946
0,3649
0,1355
0,1061
0,1316
0,3150
0,2209
0,1077
0,6314
0,1298
0,1105
0,0757
0,0774

E-2- 3-
HEXENAL OCTANONA
1,7602 0,0703
1,0792 0,0832
0,3684 0,1173
1,0192 0,0949
2,1309 0,0926
0,6821 0,0825
0,0559 0,0840
0,1145 0,1203
0,0602 0,0625
2,2977 0,0918
1,125 0,0795
0,5084 0,0973
0,1564 0,1079
0,2110 0,0646
0,0459 0,0393
0,3100 0,0590
0,4718 0,1199
3,1713 0,0956
0,1317 0,0482
0,3963 0,0576
0,0363 0,0427
0,0776 0,0496
0,0689 0,0570

0,0051
0,0043
0,0055
0,0066
0,0081
0,0052
0,0072
0,0104

0,0110
0,0054

0,0115
0,0080

0,0107
0,0044
0,0061
0,0052

0,0126
0,0087
0,0067
0,0049

0,0176

0,0138

0,0139
0,017
0,0152
0,0167
0,0200
0,0149
0,0131
0,0213
0,0254
0,0159
0,0209
0,0176
0,0174
0,0190
0,0176
0,0106
0,0249
0,0200
0,0131
0,017
0,0238
0,0192

ACETATO
DE 2- E-2- AC.
HEXILO OCTANONA OCTANAL HEPTENAL HEPTANOICO AC.OCTANOICO AC.NONANOICO

0,0748 0,0049 0 0,0616 0
0,0414 0,0053 0,0081 0,0168 o]
0,1038 0,0092 0 0,0424 0
0,2116 0,0124 0 0,0663 0
0,1303 0,0035 0 0,0674 0,0051
0,0517 0,0049 0 0,0367 0
0,1188 0,0021 0,0072 0,0463 0
0,1479 0,0044 0,0132 0,0930 0
0,1080 0 0,0100 0,0428 0,0028
0,2038 0,0079 0,0048 0,1725 0,0075
0,3885 0 0,0133 0,2293 0,0110
0,8295 0 0,0126 0,4322 0,0055
0,6269 0,0050 0,0094 0,3355 0,0097
0,2932 0 0,0138 0,1377 0,0049
0,1781 0 0,0127 0,0659 0
0,3168 0 0,0092 0,1456 0
0,2820 0,0083 0,0054 0,1701 0,0108
0,1529 0,0097 (o] 0,0883 0,0055
0,0542 0 0,0429 0,0242 0
0,2456 o] o] 0,1590 o]
0,4221 o] 0,0081 0,2070 0,0156
0,3199 0 0,0057 0,1806 0,0105
0,3123 0 0,0066 0,1422 0,0084

0,0101

0,0168
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La matriz de datos obtenida se analizd mediante técnicas de andlisis
multivariante. El andlisis multiple de la varianza puso de manifiesto que el origen de los
aceites tiene un efecto significativo (p < 0.001). Siete compuestos fendlicos
(hidroxitirosol, p-hidroxibenzdico, tirosol, vainillina,1-phenyl-6,7-dihydroxi-isochroman,
1-(3-metoxy-4-hydroxy)phenyl-6,7-dihydroxy-isochroman y apigenina) y nueve
compuestos volatiles (octano, E-2-octeno, acetato, 2-butanona, pentanal, 2-metil-1-
butanol, 2-octanona, 1-Hexanol y Z-3-hexen-1-ol) fueron los que mostraron diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05) entre los cuatro grupos de muestras (Tabla

4.21).

Las diferencias entre las medias de cada grupo fueron evaluadas mediante la
aplicacion del test LSD de Fisher. Asi, el contenido de hidroxitirosol, acido p-
hidroxibenzoico, tirosol, acido ferdlico, apigenina, luteolina, 1-(3-metoxi-4-hidroxi)
fenil-6,7-dihidroxi-isocromano (acido gélico) y metil 3,4-DHPEA-EA (4cido galico) es
mayor en los aceites procedentes del término de Gibraleén, mientras que Ia
concentracion de acido vainillico y vainillina es mayor en los aceites de Beas y Sanltcar

de Guadiana, respectivamente, tal como se comentd anteriormente.

Con respecto a los compuestos volatiles también se observa que los aceites de
Gibraledn muestran un contenido significativamente mayor de octano, alcoholes como
etanol, 2-butanol y 2-metil-1-butanol y dcidos como el propanoico. Por otra parte, E-2-
octeno, acetato de etilo y 2-butanona se presentan en mayor concentracion en los
aceites de Beas, y pentanal y 2-octanona en los de Sanltcar de Guadiana. Por ultimo los
aceites procedentes de Niebla son mas ricos en alcoholes como 1-Hexanol y z-3-hexen-

1-ol.
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Tabla 4.21.- Contenido medio de compuesto fendlicos y resultados del MANOVA.

Sanlicar de

Compuestos Niebla Guadiana Beas Gibraleén p-valor
ACIDO GALICO 0,1201 0,192 0,189 0,1186 0,4683
ACIDO PROTOCATEQUICO 0 0 0,035 0 0,373
HIDROXITIROSOL 23,1403° 12,2139° 45,5233 82,2590° 0,0161
ACIDO P-HIDROXIBENZOICO 0,0378% 0,0169° 0,1039" 0,1524° 0,0293
TIROSOL 12,5361%° 9,7590° 50,6967 80,0450° 0,0123
ACIDO P-HIDROXIFENILACETICO 0 0 0,0305 0,0389 0,1599
ACIDO VAINiLLICO 0,1977° 0,2813% 0,3237° 0,2799% 0,104
VAINILLINA 0,2362° 0,3662° 0,2268° 0,1793° 0,0302
ACIDO P-CUMARICO 0,2244 0,2245 0,2758 0,2736 0,6203
ACIDO FERULICO 0,1439%° 0,1290° 0,2143%® 0,2585° 0,093
ACIDO CINAMICO 0,2713° 0,1109° 0,2628° 0,2134% 0,185
LUTEOLINA 0,2576° 0,3351® 0,3549% 0,5010° 0,0783
PINORESINOL 4,4551 5,308 2,5709 2,3332 0,3504
APIGENINA 0,0875° 0,1262%° 0,1464™ 0,1931° 0,0241
1-FENIL-6,7-DIHIDROXI-ISOCROMANO (Ac. galico) 15,1579° 37,3737° 37,4253° 30,9517%° 0,0219
1-(3-METOXI-4-H[DROXI)FEN|L-6,7-DlHYDROX|-
ISOCROMANO (Ac. galico) 0,6369° 0,6373° 0,6432% 0,6472° 0,0299
3,4-DHPEA-AC (Ac. galico) 1,4736 2,2032 3,0352 1,497 0,0276
3,4-DHPEA-EDA (Oleuropeina) 94,7378 131,7034 73,5005 59,1113 0,2223
3,4-DHPEA-EA (Oleuropeina) 30,9429 18,3186 41,0693 43,986 0,4141
Metil 3,4-DHPEA-EA (Ac. galico) 0,6391° 0,6457%° 0,6432° 0,6548° 0,0724
p-HPEA-EA (Ac. galico) 7,4372 7,1776 18,8333 18,0567 0,1205
p-HPEA-EDA (Ac. galico) 5,8645 5,478 4,9403 4,9699 0,9474
ACIDO HOMOVAINILLICO 1,3498 0,2975 1,1862 0,6661 0,5708
OCTANO 0,1088° 0,0459° 0,2519" 0,4371 0,0145
ACETATO DE METILO 0,0393 0,0543 0,0391 0,1036 0,12
E-2-OCTENO 0,0570%¢ 0,0277% 0,1480" 0,1313¢ 0,0268
BUTANAL 0,0075 0,0054 0,0066 0,0064 0,7064
ACETATO DE ETILO 0,2342 0,2985% 0,7616° 0,3896%° 0,0487
2-BUTANONA 0,0936° 0,1024% 0,2121° 0,1708%° 0,0313
3-METILBUTANAL 0,1798° 0,1613%° 0,0090° 0,0206® 0,0774
ETANOL 2,3335%° 1,7471° 2,0625° 3,0879° 0,1787

“Letras distintas dentro de una misma fila, indican diferencias estadisticas significativas ( p<0,05 ) segun el test LSD.
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Tabla 4.21.- (continuacién) Andlisis mdiltiple de la varianza

Sanlicar de

Compuestos Niebla Guadiana Beas Gibraleén p-valor
3-PENTANONA 0,2978 0,455 0,2794 0,4276 0,2343
PENTANAL 0,4999° 0,8541 0,4509¢ 0,1754° 0,002
4-METIL-2-PENTANONA 0,0016 0,0036 0,0017 0,0018 0,758
1-PENTEN-3-ONA 0,0349 0,0379 0,0194 0,0142 0,2623
2-BUTANOL 0,0147° 0,0037° 0,0271%® 0,0816° 0,0815
TOLUENO 0,0074 0,0071 0,0086 0,0263 0,29
HEXANAL 0,5955 0,9862 0,5194 0,8557 0,326
2-METIL-1-PROPANOL (o] (o] 0,0119 0,0692 0,241
E-2-PENTENAL 0,0200? 0,0203° 0,0078% 0,0155° 0,0643
1-BUTANOL 0,0186 0,005 0,0112 0,0215 0,3159
1-PENTEL-3-OL 0,0638° 0,0928? 0,0415° 0,0596%° 0,0588
HEPTANAL 0,0018 o 0,0032 0,0034 0,3826
LIMONENO 0,0017 0 0,0004 o 0,491
2-METIL-1-BUTANOL 0,2067% 0,0942° 0,0967° 0,3188° 0,0238
E-2-HEXENAL 0,7276 0,9842 0,4025 1,0212 0,5673
3-OCTANONA 0,0702 0,099 0,0721 0,0807 0,2065
ACETATO DE HEXILO 0,3528 0,2375 0,2063 0,2015 0,5621
2-OCTANONA 0,0010° 0,0080° 0,0017° 0,0045% 0,0045
OCTANAL 0,0105 0,0045 0,0056 0,0144 0,3129
E-2-HEPTENAL 0,1853 0,1267 0,1083 0,107 0,5901
6-METIL-5-HEPTEN-2-
ONA 0,0113 0,0037 0,0045 0,012 0,0746
1-HEXANOL 1,3672° 0,6994° 0,7634° 1,0327%° 0,0098
Z-3-HEXEN-1-OL 0,3300° 0,0913" 0,1810° 0,2927° 0,001
AC. ACETICO 0,4553 0,1535 0,9904 0,2686 0,1884
AC.PROPIONICO 0,0123% 0,0074° 0,00722 0,0197° 0,0566
AC. BUTANOICO 0,0143 0,0102 0,0109 0,0178 0,2933
AC. PENTANOICO 0,0087 0,0063 0,0063 0,0077 0,8388
AC. HEXANOICO 0,0518 0,0308 0,0381 0,0465 0,351
AC. HEPTANOICO 0,0043 0,0034 0,0047 0,0041 0,9782
AC.OCTANOICO 0,007 0,0065 0,0098 0,0083 0,3056
AC.NONANOICO 0,0178 0,0154 0,0185 0,0171 0,6394

“Letras distintas dentro de una misma fila, indican diferencias estadisticas significativas ( p<0,05 ) segun el test LSD.
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Estos resultados se confirmaron mediante técnicas de reconocimiento de
patrones tales como analisis discriminante lineal. En el andlisis discriminante a partir de
las variables seleccionadas como significativas por el MANOVA se obtuvieron tres
funciones candnicas, y se observé que las dos funciones principales permiten la
diferenciacion de los aceites procedentes de los cuatro municipios onubenses,
independientemente de su variedad, siendo el acido p-hidroxibenzdico, el e-2-octeno,
la 2-octanona, el acetato de etilo y la vainillina los que presentan valores mas altos para
funcién candnica uno y el acido p-hidroxibenzdico y el tirosol para la raiz 2.

(Figura4.16).
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Figura 4.16.- Representacion de las funciones candnicas con las variables

Seleccionadas como significativas por el MANOVA.

Ademas, se realizd un andlisis discriminante por pasos a partir de todas las
variables originales con una F de entrada de 4 y una F de salida igual a 1. La
representacion grafica de las funciones candnicas principales muestra una correcta

clasificaciéon de todas las muestras. En este caso fueron los compuestos voldtiles
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(acetato de metilo, 2-octanona y z-3-hexen-1-ol) los que tienen mayor peso en las dos

funciones candnicas principales (Figura 4.17).

Raiz 2

-30 -20 -10 0 10 20 30 40 50
Raiz 1

Niebla Sanlucar de Guadiana Beas Gibraledn

Figura 4.17.- Representacidn de las funciones candnicas de todas las variables

originales con una F de entrada de 4 y una F de salida igual a 1.
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A tenor de los resultados obtenidos se pueden extraer el siguiente resumen vy

conclusiones:

1.- Se ha desarrollado un método para las digestiones acidas en etapas sucesivas de las
muestras de suelos utilizando reactores de teflén, acidos fluorhidrico y nitrico en

placa calefactora a distintas temperaturas y tiempos.

% Se ha llevado a cabo un método para la disoluciéon de las muestras de alperujos
previamente liofilizados, mediante dos digestiones sucesivas con microondas. Una
primera etapa con 4cido nitrico, perdxido de hidrégeno y acido fluorhidrico con una
rampa de temperatura durante 12 minutos hasta alcanzar 210°C y 40 bares de
presién y una segunda etapa con acido bdrico y una rampa de temperatura de 5

minutos hasta llegar a 210°Cy 40 bares de presion.

% Se ha puesto a punto un método para la digestion por microondas de las muestras
de aceites con acido nitrico, peréxido de hidrégeno y acido clorhidrico con una

rampa de 15 minutos hasta alcanzar 280 °Cy 80 bares de presion.

% Se ha desarrollado y optimizado un método para la determinacidn de metales
mayoritarios en las distintas muestras de suelos, alperujos y aceites mediante
fotometria de emisién de plasma con detector dptico, obteniéndose valores de
repetitividad comprendidos entre el 0.7 al 6.5% mientras que para la
reproducibilidad el intervalo estuvo entre el 1.5 y 5.7%. Los limites de deteccion
oscilaron entre 0.0002 del Mn y 0.0088 pg/ml del Na, mientras que los limites de
cuantificacion fueron desde 0.0007 hasta 0.0293 pg/m para el Mn y el Na

respectivamente.

% Se ha llevado a cabo un método para la determinacion de los elementos trazas
tanto en suelo como en alperujos y aceites mediante fotometria de emisién de
plasma con detector de masas, la repetitividad y la reproducibilidad fueron
inferiores al 0.6% y los limites de deteccién oscilaron entre 0.0171 del Co y 0.6292
pg/ml del Zn, mientras que los limites de cuantificacién fueron desde 0,0402 del Ta

al 2.0952 pg/m del Zinc.
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% Se ha estudiado la correlacién de la composicidn elemental de las distintas muestras
de suelos, alperujos y aceites con su origen geografico. La aplicacion del analisis
multivariante muestra una coincidencia en la selecciéon de elementos para la
clasificacion de suelos (W, Fe, y Na), alperujos (W, Fe, Na, Mg, Mn, Ca, Ba y Li)y
aceites (W, Fe, Na, Mg, Mn, Ca, Ba, Li, Bi y Cu) de acuerdo a su procedencia
geografica. Esto indica que algunos elementos presentes en el suelo de las zonas de
cultivo, pueden detectarse en las aceitunas asi como en los aceites de oliva,
procedentes de los olivos plantados en ellas, aunque en bajas concentraciones. Por
tanto, el andlisis de elementos por ICP unido al andlisis multivariante resulta una
poderosa herramienta para establecer la trazabilidad hacia atras de las muestras de

aceite.

2.- Se ha optimizado y validado el método propuesto por el Anexo X del Reglamento
CEE 2568/91. para la determinacién de los dcidos grasos del aceite por
cromatografia de gases previa derivatizacion de los mismos a ésteres metilicos. El
método presenta una elevada repetitividad con valores de RSD inferiores al 1.74%
(acido miristico), mientras que para la reproducibilidad se observa una mayor
dispersidn, presentando unos valores entre el 0.03% del acido oleico y el 5.55% del
acido margarico. Asi mismo, se ha aplicado el método propuesto en anexo V del
Reglamento CEE/2568/91 de la Comisidn de las Comunidades Europeas para la

determinacidon del contenido en esteroles, eritrodiol y uvaol.

% Laaplicacion del SLDA a los resultados obtenidos para el contenido en acidos grasos
y esteroles ha permitido un 93,75% de clasificaciones correctas del total de muestras
analizadas de acuerdo a su procedencia geogréfica, siendo el contenido en acido
estedrico, gadoleico, behénico, palmitoleico, linolenico y araquidico asi como en
campesterol y estigmasterol las variables con mayor poder de discriminacion.
Cuando se aplicd este analisis a las muestras de las variedades Arbequina y Picual de
manera independiente, se obtuvo un 100% de clasificaciones correctas. Se concluye,
por tanto, que el contenido en esteroles y dacidos grasos contribuye al

establecimiento de la trazabilidad geografica de las muestra de aceite estudiadas.
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3.- Se ha propuesto un método para la determinacion del perfil fendlico mediante
cromatografia liquida con detector UV de diodos, utilizando una columna Ultrabase
C18 2.5um, (100 mm x mm de didmetro interno). Las condiciones cromatogréficas
ensayadas permiten la deteccidn y cuantificaciéon de 11 compuestos fendlicos en 25
minutos. El procedimiento analitico fue validado encontrandose que muestra
buenas caracteristicas analiticas para la determinacion cuantitativa de los
compuestos estudiados: buena precision, amplio intervalo lineal, valores de

coeficientes de correlacidn altos y bajos limites de deteccidn.

% Los resultados obtenidos cuando se aplicd el analisis discriminante al contenido en
compuestos fendlicos obtenidos por HPLC-DAD para la separacion de las muestras
analizadas de acuerdo a su origen, no fueron concluyentes; ya que a pesar de que
los valores medios de cada grupo aparecieron separados a lo largo de la funcién
candnica principal, las muestras procedentes de Gibraledn sdlo se clasificaron

correctamente en un 43%.

4.- Se ha aplicado el método descrito por Becerra y col. para la determinacién de
compuestos fendlicos por UHPLC-ESI-MS/MS a un conjunto representativo del total
de las muestras. El uso del MS/MS en el modo MRM dindmico ha permitido una
correcta y fiable identificacién y una cuantificacién reproducible en un amplio rango
de concentraciones de un mayor nimero de compuestos fendlicos presentes en el
aceite de oliva que los determinados por HPLC-DAD. Asi mismo, se ha aplicado el
método descrito por Tena y col. 2007, para la determinacion de los compuestos

volatiles en estas mismas muestras.

% El tratamiento estadistico multivariante de manera conjunta a los datos obtenidos
para el contenido en compuestos fendlicos y en volatiles de los aceites analizados,
ha puesto de manifiesto el potencial de estos compuestos, principalmente los
volatiles para la discriminacidon de las muestras atendiendo sdlo a su origen con un
100% de clasificaciones correctas, estableciendo lo que podria denominarse como

trazabilidad sensorial.
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Anexo 3. Publicacidn relacionada con la tematica de la Tesis.

% Maria Beltran, Maria Sanchez-Astudillo, Ramén Aparicio, Diego L. Garcia-
Gonzalez. (2015). Geographical traceability of virgin olive oils from south-

western Spain by their multi-elemental composition, Food Chemistry 169, 350-

357-

-185-








