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ABREVIATURAS

3,4-DHPEA Hidroxitirosol

3,4-DHPEA-AC 4-(acetoxietil)-1,2-dihidroxibenceno

3,4-DHPEA-EA Oleuropeina aglicona

3,4-DHPEA-EDA Forma dialdehidica del 4cido elendlico unida al hidroxitirosol
ET, Evapotranspiracion de referencia

ET. Evapotranspiracion del cultivo

KAS Sistema enzimético dcido graso sintetasa

K5 Indice de amargor

K570 Absorbancia a 270 nm

K. Coeficiente de cultivo

K, Coeficiente de reduccion por superficie sombreada

P Pluviometria

PAL Enzima fenilalanina amonio liasa

p-HPEA Tirosol

p-HPEA-EDA Forma dialdehidica del 4cido elendlico unida al tirosol
T max abs Temperatura maxima absoluta

T min abs Temperatura minima absoluta

RDC Riego deficitario controlado



RESUMEN

El olivo ha sido considerado como un cultivo de secano por ser un drbol que dispone de
suficientes recursos para adaptarse satisfactoriamente a las zonas dridas de la cuenca
mediterrdnea. Desde un punto de vista productivo, responde muy favorablemente a pequenas
aportaciones de agua complementarias a la lluvia, a pesar de que sus requerimientos hidricos
son elevados.

Considerando que la disponibilidad de agua para el riego es un factor limitante en agricultura,
resulta importante, por una parte, determinar los requerimientos hidricos del olivo para la
correcta utilizacién de este recurso, y por otra, estudiar estrategias de riego tendentes a
disminuir los aportes hidricos con el menor impacto posible en la produccién y en la calidad de
la cosecha.

Es en este dltimo punto, la calidad de la cosecha y concretamente la calidad del aceite de oliva,
en el que se centra el objetivo general del presente trabajo. Se ha estudiado el efecto de la
aplicaciéon de dos estrategias de riego, una estrategia de riego deficitario controlado y una
estrategia de riego lineal, a olivos de la variedad Arbequina cultivados en la zona de produccion
amparada bajo la Denominacién de Origen Protegida ‘Les Garrigues’ (Lleida), sobre la calidad,
composicién quimica y evaluacién organoléptica de los aceites obtenidos.

El ensayo de riego deficitario controlado se realiz6 en una plantaciéon comercial de olivos
adultos durante los afios 1996-1998, aplicandose 4 tratamientos de riego consistentes en un
tratamiento control (100% ET,), y tres tratamientos deficitarios regados igual que el control,
excepto desde el inicio de endurecimiento del hueso (mediados de julio) hasta finales de
septiembre, en los que se aplicéd el 75%, 50% y 25% de la dosis del tratamiento control
(tratamientos RDC-75, RDC-50 y RDC-25 respectivamente).

A partir de los resultados obtenidos y desde el punto de vista de la calidad y composicién
quimica del aceite, podemos decir que los aceites procedentes de la estrategia de riego mas
deficitaria (RDC-25) son los que difieren significativamente, tomando siempre como referencia
a los aceites del tratamiento control. Los aceites del tratamiento RDC-25 se caracterizan por un
mayor contenido de polifenoles y por lo tanto una mayor estabilidad frente a la oxidacién, pero
con el riesgo subsiguiente, en funcién de la climatologia del afio, en especial el régimen de
Iluvias, de presentar una excesiva intensidad del atributo amargo. Los aceites de las estrategias
RDC-50 y RDC-75, que suponen un importante ahorro del agua de riego, incrementan el
contenido de polifenoles respecto a los aceites del tratamiento control, aunque no la estabilidad
oxidativa. El indice de amargor en los aceites de estas dos estrategias es ligeramente superior
que en el tratamiento control, hecho igualmente patente en los resultados de la cata sensorial,
donde ademds destacan estos aceites por una mayor intensidad del atributo frutado y una
puntuacion global ligeramente superior. Como conclusién de esta parte del estudio, se puede



afirmar que con la aplicacién de las estrategias RDC-50 y RDC-75 se puede conseguir un
importante ahorro del agua de riego sin afectar a la calidad del aceite y obtener aceites
ligeramente mas estables y mas frutados.

El ensayo de riego lineal se realizé en una plantacion comercial de olivos jovenes durante los
afos 1998-1999, aplicandose 7 tratamientos basados en una variacion lineal de los valores del
coeficiente de cultivo (K.) (K= 0.25, 0.38, 0.50, 0.57, 0.64, 0.71 y 0.85, correspondientes a los
tratamientos T1 a T7 respectivamente).

A partir de los resultados obtenidos y desde el punto de vista de la calidad y composicién
quimica del aceite podemos decir que la aplicacién de dosis crecientes de agua de riego a olivos
jovenes de la variedad Arbequina en las condiciones del ensayo, aunque no afecta a los
parametros cldsicos de calidad del aceite de oliva, si que tiene un claro efecto sobre el contenido
de pigmentos fotosintéticos del aceite y sobre el contenido de polifenoles. Es en los aceites
correspondientes a los tratamientos con mayor aporte de agua T6 (K.=0.71) y T7 (K.=0.85)
donde la disminucién de pigmentos clorofilicos y carotenoides es notablemente superior, asi
como en el contenido de polifenoles, lo que implica una disminucién de la estabilidad de los
aceites frente a la oxidacién y un menor indice de amargor. En el extremo opuesto se encuentran
los aceites de los tres tratamientos menos regados, T1 (K.=0.25), T2 (K.=0.38) y T3 (K.=0.50),
que presentan un elevado contenido de polifenoles y por lo tanto una mayor resistencia a la
oxidacién, pero con el inconveniente de resultar aceites amargos. Sobre la base de estos
resultados y desde el punto de vista de composicion del aceite, los tratamientos mds adecuados
parecen encontrarse en las posiciones intermedias, que corresponderian a los tratamientos T4
(K=0.57) y TS5 (K.=0.64).



RESUM

L’olivera ha sigut considerada com un cultiu de seca per ser un arbre que disposa de suficients
recursos per adaptar-se satisfactoriament a les zones arides de la conca mediterrania. No
obstant, des d’un punt de vista productiu respon molt favorablement a petites aportacions
d’aigua complementaries a la pluja, malgrat que els seus requeriments hidrics sén elevats.

Considerant que la disponibilitat d’aigua per al reg és un factor limitant en agricultura, resulta
important, per una part, determinar els requeriments hidrics de I'olivera per a la correcta
utilitzacié d’aquest recurs, i per una altra, estudiar estrategies de reg tendents a disminuir els
aports hidrics amb el menor impacte possible en la produccié i en la qualitat de la collita.

Es en aquest dltim punt, la qualitat de la collita i concretament la qualitat de 1’oli d’oliva, en el
que es centra 1’objectiu general del present treball. S’ ha estudiat 1’efecte de 1’aplicacié de dos
estrategies de reg, una estrategia de reg deficitari controlat (RDC) i una estrategia de reg lineal,
a oliveres de la varietat Arbequina cultivades a la zona de produccié amparada sota la
Denominacié d’Origen Protegida ‘Les Garrigues’ (Lleida), sobre la qualitat, composicié
quimica i avaluacié organoleptica dels olis obtinguts.

L’assaig de reg deficitari controlat es va realitzar en una plantacié comercial d’oliveres adultes
durant els anys 1996-1998, aplicant-se 4 tractaments de reg consistents en un tractament control
(100% ET.), i tres tractaments deficitaris regats igual que el control, excepte des de I’inici
d’enduriment de 1’os (mitjans de juliol) fins a finals de setembre, en els que es va aplicar el
75%, 50% y 25% de la dosis del tractament control (tractaments RDC-75, RDC-50 i RDC-25
respectivament).

A partir dels resultats obtinguts i des del punt de vista de la qualitat i composicié quimica de
I’oli, podem dir que els olis procedents de la estratégia de reg més deficitaria (RDC-25) sén els
que difereixen significativament, agafant sempre com a referéncia els olis del tractament
control. Els olis del tractament RDC-25 es caracteritzen per un major contingut de polifenols i
en conseqiiéncia per una major estabilitat en front 1’oxidacid, perd amb el risc, en funcid de la
climatologia de I’any, en especial el regim de pluges, de presentar una excessiva intensitat de
I’atribut amarg. Els olis de les estrategies RDC-50 i RDC-75, que suposen un important estalvi
de I’aigua de reg, incrementen el contingut de polifenols respecte als olis del tractament control,
encara que no |’estabilitat oxidativa. L’index d’amargor en els olis d’aquestes dos estrategies és
Ileugerament superior que en el tractament control, fet igualment patent en els resultats del tast
sensorial, on a més a més destaquen aquestos olis per una major intensitat de 1’atribut fruitat i
una puntuacid global lleugerament superior. Com a conclusié d’aquesta part de I’estudi es pot
afirmar que amb I’aplicacié de les estrategies RDC-50 y RDC-75 es pot aconseguir un
important estalvi de 1’aigua de reg sense afectar la qualitat de 1’oli i obtenir olis lleugerament
més estables i més afruitats.



L’assaig de reg lineal es va realitzar en una plantacié comercial d’oliveres joves durant els anys
1998-1999, aplicant-se 7 tractaments basats en una variaci6 lineal dels valors del coeficient de
cultiu (K,) (K= 0.25, 0.38, 0.50, 0.57, 0.64, 0.71 y 0.85, corresponents als tractaments T1 a T7
respectivament).

A partir dels resultats obtinguts i des del punt de vista de la qualitat i composicié quimica de
I’oli podem dir que I’aplicacié de dosis creixents d’aigua de reg a oliveres joves de la varietat
Arbequina en les condicions de 1’assaig, encara que no afecta als parametres classics de qualitat
de I’oli d’oliva, si que té un clar efecte sobre el contingut de pigments fotosintetics de 1’oli i
sobre el contingut de polifenols. Es en els olis corresponents als tractaments amb major aport
d’aigua, T6 (K.=0.71) i T7 (K.=0.85), on la disminucié de pigments clorofilics i carotenoids és
notablement superior, aixi com en el contingut de polifenols, el que implica una disminucié de
I’estabilitat dels olis en front 1’oxidacié i un menor index d’amargor. En I’extrem oposat es
troben els olis dels tres tractaments menys regats, T1 (K.=0.25), T2 (K.=0.38) i T3 (K.=0.50),
que presenten un elevat contingut de polifenols i per tant una major resistencia a 1’oxidacio,
pero amb I’inconvenient de resultar olis amargs. Sobre la base d’aquestos resultats i des del punt
de vista de composici6 de 1’oli, els tractaments més adequats semblen trobar-se en les posicions
intermitges, que correspondrien als tractaments T4 (K.=0.57) i TS (K.=0.64).



SUMMARY

Olive tree has been regarded as a dry farmed crop since it has enough resources to adapt to the
arid zones of the Mediterranean basin. From a productive point of view, it responds favourably
to small additional amounts of water besides the rain, despite being its water requirements high.

Taking into account that water availability is a considerable constraint in agriculture, it is
important on the one hand to determine the olive tree water requirements for a correct use of
this resource and on the other hand, to evaluate irrigation strategies tending to reduce water
supplies without affecting production and quality.

The main objective of the present work is based on the assessment of olive oil quality. The
effect of two irrigation strategies has been studied: a regulated deficit irrigation strategy (RDC)
and a linear irrigation strategy, in olive trees cv. Arbequina grown under the area of the
Protected Denomination of Origin ‘Les Garrigues’ (Lleida), on the quality, chemical
composition and organoleptic characteristics of the oils obtained.

Regulated deficit irrigation strategy experiment was located in a commercial orchard of mature
olive trees during three years (1996-1998), applying 4 irrigation treatments corresponding to a
control treatment (100% ET.) and three RDC treatments, irrigated like the control but applying
only the 75%, 50% and 25% of the control dose during the period ranging from the massive pit
hardening (mid July) to the end of September (treatments RDC-75, RDC-50 and RDC-25
respectively).

From the olive oil quality point of view, it can be said that oils from the most deficitary
irrigation treatment (RDC-25) are the ones which significantly differ from those of the control
treatment. Oils from RDC-25 treatment are characterised by a higher level of polyphenols and
consequently, by a higher oxidative stability. The bitter index of these oils is slightly higher than
for the control treatment, a fact confirmed by the results of the sensorial analysis. These oils are
also characterised by a higher intensity of the fruity attribute and a slightly higher overall
grading. As a conclusion of this part, it can be affirmed that RDC-50 and RDC-75 strategies
lead to important savings of irrigation water without affecting oil quality and oils slightly more
stables and fruity are obtained.

The linear irrigation experiment was located in a commercial orchard of young olive trees for
two years (1998-1999), applying 7 irrigation treatments defined according to the crop
coefficient (K.) (K= 0.25, 0.38, 0.50, 0.57, 0.64, 0.71 and 0.85, corresponding to T1 to T7
treatments respectively).

From the quality point of view it can be said that the supply of increasing amounts of irrigation
water to young olive trees cv. Arbequina under these trial conditions, although has no effect on



the classical quality parameters of olive oil, it does have a clear effect on the photosynthetic
pigments and phenolic content of the oil. In the oils from the most irrigated treatments, T6
(K=0.71) and T7 (K.=0.85), there is a marked decrease of chlorophyll and carotenoid pigments
content as well as phenolic content, which implies a decrease on oxidative stability and a lower
bitter index. On the other hand, oils from the less irrigated treatments, T1 (K.=0.25), T2
(K=0.38) y T3 (K.=0.50), show a high level of phenols and consequently a higher resistance
against oxidation, but with the disadvantage of being excessively bitter oils. From the quality
point of view, the most suitable treatments are located in the intermediate conditions, which
would correspond to T4 (K.=0.57) and T5 (K.=0.64) treatments.
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Introduccion 1

1.- INTRODUCCION

El olivo, Olea europaea L., es la unica especie de la familia botinica Oleaceae con fruto
comestible. Se le considera como uno de los drboles mds antiguos que ha cultivado el hombre.
Tuvo su origen en la zona de Oriente Medio, conocida como el ‘Fértil creciente’, Mesopotamia,
pasando después a Egipto, Asia Menor, Palestina y Grecia, desde donde se propagé por toda la
cuenca del Mediterrdneo. Con el descubrimiento de América pasé al Nuevo Mundo y en la
actualidad, su cultivo se ha extendido a todos los continentes.

El patrimonio oleicola existente se estima en aproximadamente 750 millones de olivos, de los
que el 95% se sitia en los paises de la cuenca mediterranea, ocupando una superficie de 8.2
millones de hectdreas de cultivo especializado (Civantos, 1999). La produccién mundial de
olivas, segin datos de la FAO, se ha situado en el afio 2000 por encima de los 13 millones de
toneladas. De esta produccion, aproximadamente un 90% se destina a la produccién de aceite y
el 10% restante se destina a aceituna de mesa. La industria oleicola mundial ha obtenido, en el
afio 2000, una produccién cercana a los 2.5 millones de toneladas de aceite de oliva. Es de
remarcar la aportacién de Espafla como principal pais productor, muy por delante de otros
paises destacados como Italia y Grecia.

El olivar espaiiol es, de todos los cultivos arbdreos, el primero en extension superficial,
ocupando 2.2 millones de hectéreas, de las que mas del 80% se encuentran en condiciones de
secano (MAPA, 1999). Cataluia ocupa el cuarto lugar en importancia superficial y productiva,
aunque a gran distancia de Andalucia, principal comunidad auténoma productora de aceite de
oliva. La produccion de aceite en Catalufia representa sélo un 3% del total del aceite producido
en Espafia, sin embargo, desde el punto de vista cualitativo, Catalufia ocupa un lugar destacado
en la produccién de aceite de oliva virgen. Las zonas de mayor concentracién de olivar son las
comarcas de Lleida y las comarcas de Tarragona. A efectos de produccién y comercializacion
del aceite podemos distinguir tres zonas: las zonas de Siurana y Garrigues y la zona de las
comarcas tarraconenses colindantes con el Ebro. En las dos primeras zonas cultivan
principalmente olivas de la variedad Arbequina y elaboran aceites con Denominacién de
Origen, aceites de reconocida calidad que destacan por su caricter frutado y por su baja acidez.

La variedad Arbequina es la mds extendida en Catalufia, cultivada en unas 50.000 ha,
principalmente en la provincia de Lleida. Se cree que su nombre proviene del pueblo leridano de
Arbeca que fue donde se inici6 el cultivo, hacia el siglo XVI. Se la conoce también con los
nombres de Arbequi o Arbequin. Esta variedad tiene un gran interés por las buenas
caracterfsticas sensoriales de sus aceites virgenes y por su buen comportamiento agronémico. Se
trata de un 4arbol rdstico que tiene una elevada productividad, una ripida entrada en
fructificacion, escasa alternancia y un vigor reducido que permite aumentar las densidades de
plantacion. Se adapta a terrenos pobres y es resistente al frio. Es autofértil. Sus frutos tienen una
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maduracién escalonada y son de tamafio pequeiio, con forma esférica y se presentan en racimos
(Tous y col., 1999).

Tradicionalmente se ha considerado al olivo como un cultivo de secano debido a que es un arbol
que dispone de suficientes mecanismos para adaptarse satisfactoriamente a las zonas aridas de la
cuenca mediterrdnea. Sin embargo, no se ha de confundir esta resistencia a la sequia con el
hecho de que el olivo responde favorablemente a aportaciones de agua complementarias a la
lluvia, rentabilizando cualquier aportaciéon de agua sobretodo en zonas y afios de baja
pluviometria (Solé Riera, 1990), a pesar de que sus requerimientos hidricos son
considerablemente elevados (Girona, 1996).

Hasta hace muy poco tiempo solamente se regaba un porcentaje muy pequefio de las mds de 2
millones de hectareas que se dedican en Espaiia al olivar, tratdndose en su mayoria de riegos de
apoyo mds o menos puntuales. En los dltimos afios han coincidido una serie de circunstancias
entre las que destacan la subida del precio del aceite, la intensa sequia sufrida en las zonas
productoras y la difusién de las técnicas de riego localizado (Orgaz y Fereres, 1998) que junto
con la escasez de los recursos hidricos disponibles en la agricultura de la cuenca mediterrdnea
espafiola, han originado el interés hacia la determinacién de los requerimientos hidricos del
olivo mediante la aplicacion de distintas fracciones de las necesidades hidricas totales a lo largo
del afo para estimar sus requerimientos 6ptimos con el fin de asegurar un uso eficiente del agua,
y hacia el estudio de nuevas estrategias de riego tendentes a disminuir los aportes hidricos con
el menor impacto posible en la produccién y en la calidad de la cosecha.

En las propuestas de los Planes Hidrolégicos de Cuenca, se recogen lo que se consideran las
lineas generales de la politica nacional de regadios. Las prioridades, en orden decreciente, son:
la consolidacién de los regadios infradotados, la mejora y modernizacién de los regadios
existentes, y las nuevas transformaciones en regadio. En este tltimo punto destacan los riegos
de apoyo para el olivar en las zonas de Garrigues-Sud, Segria-Sud y el futuro margen izquierdo
del canal Segarra-Garrigues, con dotaciones entre 100 y 250 mm anuales (Generalitat de
Catalufa, 1999).

La aplicacion de estrategias de riego deficitario controlado (RDC) (Mitchell y col., 1984)
supondria una alternativa en situaciones como esta, en la que las dotaciones son insuficientes
para cubrir la demanda hidrica de plantaciones intensivas de olivar. El RDC trata de adecuar los
aportes hidricos al estado fisioldgico del arbol y se basa en la idea de reducir los aportes
hidricos en aquellos periodos fenoldgicos en los que un déficit hidrico controlado no afecta
sensiblemente a la produccion y calidad de la cosecha y de cubrir plenamente la demanda
durante el resto del ciclo del cultivo. Es necesario verificar en condiciones locales los datos de
la bibliografia antes de asumir unos determinados periodos criticos para la elaboracion de
estrategias de RDC en un cultivo concreto y en una zona determinada.



Introduccion 3

Resulta fundamental conocer la respuesta del olivo a dosis crecientes de agua asi como al déficit
hidrico, no sélo sobre la produccién sino también sobre la calidad del producto, el aceite de
oliva, que debe ser uno de los objetivos prioritarios del agricultor. El consumidor es un factor
clave en el disefio de cualquier estrategia comercial. En los paises desarrollados, el consumidor
actual tiene por lo general cubiertas sus necesidades de alimentos en términos cuantitativos,
centrando sus preocupaciones en los atributos relacionados con el equilibrio nutricional, la
imagen y la calidad. Asimismo, existe una creciente tendencia hacia el mayor cuidado de la
salud, lo cual implica que se demanden cada vez mds productos saludables y naturales. Gracias
a las recientes investigaciones en el campo médico, bioquimico y de la nutricidén, el aceite de
oliva ha sido notablemente revalorizado y situado, por sus propiedades bioldgicas y sus
caracteristicas organolépticas, en una importante posicién de la alimentaciéon humana. Uno de
los pilares en los que ha de sustentarse la supervivencia econdémica del sector es por tanto la
calidad del aceite.

De hecho, el futuro de la agricultura y del mundo rural en el 4&mbito de la Unién Europea sitda la
calidad en el centro del proyecto que ha de conformar el futuro de la sociedad rural. Una de las
actuaciones de la politica alimentaria espafiola se orienta hacia productos de alta calidad, que
puedan satisfacer las crecientes exigencias de los consumidores y que, al mismo tiempo,
supongan una mayor diversificacion de la oferta alimentaria. Sobre el conjunto de esta oferta
destaca un grupo de productos caracterizados por la relacion directa de sus cualidades como
alimentos con una zona determinada de produccién y con particularidades técnicas de
elaboracién. Este grupo de productos constituye un valor estratégico que se ha venido
reconociendo desde las administraciones publicas a través de las figuras de reconocimiento de
calidad (Denominacién de Origen Protegida, Indicaciones Geograficas Protegidas...).

La definicién legal de Denominacién de Origen, nombre de una regién o lugar determinado,
sirve para designar un producto agricola o un producto alimenticio originario de dicha regién o
lugar y cuya calidad o caracteristicas se deban fundamental o exclusivamente al medio
geografico, con sus factores naturales o humanos, y cuya produccion, transformacién y
elaboracion se realicen en la zona geogréfica delimitada. Asimismo, constituye un vinculo
sociocultural que reactualiza en el consumo de alimentos el conjunto de héabitos culturales de
una sociedad localizada en un territorio (Tallarico, 2000). El presente estudio se localiza en la
zona de produccién amparada bajo la Denominacién de Origen Protegida ‘Les Garrigues’, que
corresponde a las comarcas de Les Garrigues, El Segria y Urgell, situadas al sur de la provincia
de Lleida (Figura 1). El 4rea geogréfica delimitada abarca una extensién de terreno de
caracteristicas topograficas y climaticas similares, de manera que el aceite de oliva producido es
practicamente homogéneo en cuanto a la influencia del medio fisico, tal como pretende la
reglamentacion de las Denominaciones de Origen. El aceite de oliva virgen producido tiene
unas caracteristicas organolépticas muy peculiares, derivadas de la variedad del fruto de origen
(cv Arbequina) y de su cuidada elaboracién, que permiten mantener el grado de acidez del
aceite por debajo de 0.5%. Es un aceite frutado, de oliva fresca, verde cuando proviene de una
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cosecha mds temprana, de color verde-amarillento, denso, con aroma limpio de hoja y hierba y
sabor almendrado, ligeramente amargo y picante al final. A medida que la oliva madura, el color
del aceite pasa a ser mas amarillento, con el sabor algo mds suave y mds dulce. Esta calidad no
se habria de ver en modo alguno comprometida ni modificada por la aplicacién de riego a los
olivos, dirigiéndose mas bien las expectativas hacia una regularizacion de la produccién y a una
estandarizacién de la calidad, que se ve afectada de unos afios a otros en funcién de las
condiciones climadticas, especialmente en funcion de la pluviometria.

Figura 1.- Localizacién de la zona geogrifica amparada bajo la Denominacién de Origen
Protegida ‘Les Garrigues’.
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2.1.- EL OLIVO

El olivo cultivado es un arbol de tamafio mediano, de unos 4 a 8 metros de altura, segin la
variedad. Puede permanecer vivo y productivo durante cientos de afios. El tronco es grueso y la
corteza de color gris a verde grisdceo. La copa es redondeada, aunque mas o menos lobulada, la
ramificacion natural tiende a producir una copa bastante densa, pero las diversas pricticas de
poda sirven para aclararlo y permitir la penetracion de la luz.

El olivo es un arbol polimoérfico, con fase juvenil y adulta. Las diferencias entre estas fases se
manifiestan en la capacidad reproductiva, en el potencial para el enraizamiento y en diferencias
morfoldgicas en hojas y ramos.

El olivo fructifica en ramos del afio anterior. Por su parte, las hojas duran dos o tres afios. Esto
supone que la parte aérea del 4arbol estd constituida por una estructura de sostén vy
almacenamiento y otra fotosintética, donde se localizan los procesos de asimilacién de carbono
y de crecimiento de brotes y reproductor.

2.1.1.- EL CICLO VEGETATIVO Y REPRODUCTOR DEL OLIVO

Tanto el crecimiento de brotes como el desarrollo de frutos son fenémenos ciclicos en el olivo.
Ambos se repiten con cardcter anual, pero mientras el crecimiento de brotes se completa dentro
del mismo afio, los procesos que conducen a la fructificacién requieren dos estaciones
consecutivas. En la primera tiene lugar la formacién de las yemas y su induccién floral. Tras el
reposo, en la segunda, tienen lugar el desarrollo de las flores, la floracién y el crecimiento y
desarrollo de los frutos que concluye con su maduracion.

Las yemas vegetativas brotan al final de marzo, algo mds tarde que las yemas florales. El flujo
de crecimiento vegetativo de primavera, que es el mds importante, dura aproximadamente hasta
mitad de julio. Un segundo flujo puede ocurrir entre septiembre y mitad de octubre, cuando
llueve a comienzos de otoflo o cuando el cultivar es de regadio. El crecimiento de brotes estd
muy afectado por la cosecha presente, ya que los frutos acaparan la mayor parte de los
asimilados de la planta.

En las axilas de las hojas de los brotes en crecimiento se forman yemas. El destino de éstas,
floral o vegetativo, depende probablemente de los estimulos que reciben desde mediados de
junio hasta finales de octubre. El proceso por el que las yemas experimentan cambios
fisiol6gicos que conducen a la formacién de yemas de flor se llama induccién floral. El fruto en
desarrollo representa un factor inhibidor de la induccién floral.

Se denomina iniciacién floral a la modificacién de la condicién de una yema tras la induccién
floral que se percibe por cambios histoquimicos o morfolégicos. Por su parte, la latencia se
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define como la ausencia de crecimiento visible en cualquier estructura que contiene un
meristemo, en este caso la yema. Se reconocen dos causas fundamentales de latencia a partir de
la mitad de otofio. Una es enddgena y consiste en la incapacidad de la propia estructura para
crecer aunque las condiciones ambientales sean favorables al crecimiento. La segunda se debe a
condiciones ambientales desfavorables que impiden el crecimiento en el meristemo de las
yemas.

La brotacién de las yemas de flor inicia el crecimiento y desarrollo de las inflorescencias y de
las flores. Estos procesos avanzan secuencialmente y sin pausa hasta la floracién, durante la cual
tiene lugar la polinizacion, es decir, la transferencia de polen desde las anteras de la flor donante
al estigma de la flor receptora. Una vez tiene lugar la fecundacién de uno de los cuatro
primordios seminales del ovario, éste inicia su crecimiento.

Desde la fecundacion hasta su madurez el fruto atraviesa una serie de etapas. Desde el punto de
vista cuantitativo el crecimiento de la oliva se ajusta a una doble sigmoide. Durante la primera
fase de crecimiento contribuyen al aumento de tamafio tanto la division como la expansién
celulares. Esta fase concluye aproximadamente con el final de la esclerificacion o
endurecimiento del endocarpo. Tras un periodo durante el cual el crecimiento se ralentiza o se
detiene, el fruto experimenta un nuevo incremento de tamafio, en cuya fase final ocurre el
enverado o cambio de color de la epidermis que determina el comienzo de la maduracién.

2.2.- LA OLIVA

La oliva es un fruto de forma elipsoidal a globosa, su tamaiio oscila normalmente entre 1 y 4 cm
de longitud y 0.6 a 2 cm de didmetro. Botdnicamente la oliva es una drupa, un fruto de pulpa
carnosa que contiene un solo hueso. Esta formada por tres tejidos principales: endocarpo,
mesocarpo y exocarpo. El endocarpo es el hueso, el mesocarpo la pulpa o carne, y el exocarpo
la piel o capa externa. El conjunto de estos tres tejidos recibe el nombre de pericarpio y tiene su
origen en la pared del ovario. Los tejidos del fruto se desarrollan del ovario por los procesos de
division, expansion y diferenciacién celular, a partir de la fecundacién y el cuajado inicial.

El endocarpo es la parte lefiosa de la oliva y contiene la semilla. Comienza a crecer a partir de la
fecundacién y aumenta de tamafio los dos meses siguientes. En el estado maduro el endocarpo
estd totalmente compuesto por células esclerificadas, las cuales deben su dureza a la deposicién
de una doble pared secundaria con alto contenido en lignina.

El mesocarpo es un tejido carnoso que comienza a desarrollarse a partir de la fecundacién y que
sigue creciendo hasta la maduracion. Sus células son parenquimdticas, poco diferenciadas, pero
con una gran capacidad de crecimiento. Desde el interior al exterior del mesocarpo existe un
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creciente aumento del tamafio celular. El almacenamiento de aceite se realiza en las vacuolas de
las células parenquiméticas del mesocarpo.

El exocarpo o epicarpo es la capa exterior y més fina del fruto. Este tejido estd compuesto por la
epidermis y su cuticula. La cuticula es fina en la época de floracién y polinizacion, cuando el
ovario se encuentra todavia protegido por los pétalos, pero rapidamente se desarrolla para
formar una gruesa capa protectora.

Cuando la oliva estd completamente desarrollada, la pulpa representa un 70-90%, el hueso un 9-
27% y la semilla un 2-3% del peso total del fruto. La composicién del fruto varia en funcion de
la variedad, y dentro de una misma variedad en funcién del estado de desarrollo y madurez del
fruto. Los componentes mayoritarios de la pulpa y de la semilla son el agua y el aceite, le siguen
en importancia los azicares y polisacaridos. En la pulpa, los azicares mds importantes son los
reductores destacando la glucosa, seguida de fructosa y sacarosa. Entre los polisacdridos se
encuentran fundamentalmente celulosa, lignina y hemicelulosa. Relacionado igualmente con la
textura de los frutos se encuentran las sustancias pécticas. En el hueso, la celulosa y otros
hidratos de carbono son los componentes mayoritarios. En la semilla el contenido de proteinas
es mas elevado que en la pulpa. Por dltimo, como componente mayoritario de la pulpa se
encuentran los compuestos fendlicos (Ferndndez, 1971).

Tabla 1.- Composicién quimica de las principales partes de la oliva
(% en peso).

Pulpa Hueso Semilla
Agua 50-60 9.3 30
Aceite 15-30 0.7 27.3
Azicares 3-7.5 41 26.6
Celulosa 3-6 38 1.9
Materia nitrogenada 2-5 3.4 10.2
Cenizas 1-2 4.1 1.5
Polifenoles 2-2.5 0.1 1-1.5
Indeterminados 34 2.4

Fuente: Maestro Durdn y Borja (1990)

2.3.- BIOSINTESIS DE LIPIDOS EN LA OLIVA

El precursor en la sintesis de los dcidos grasos, el acetil-CoA, es producto del metabolismo de
los azicares en el fruto, existiendo una correlacion negativa entre el contenido graso de la pulpa
y el contenido de aziicares reductores de la misma a lo largo del desarrollo y maduracion de la
oliva (Sdnchez y col., 1991). Sin embargo, la acumulacion de aceite en la pulpa de la oliva no se
puede justificar tan solo basdndose en los cambios en el contenido de azicares (Wodner y col.,
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1988), sino que otros factores como la presencia de los dcidos madlico y citrico deberian ser
considerados en la biosintesis de lipidos (Patumi y col., 1990).

Diversos estudios han establecido la existencia de dos posibles rutas en la sintesis del acetil-
CoA. La primera conllevaria la degradacion de azicares de seis dtomos de carbono via glicolisis
por accién del enzima piruvato deshidrogenasa localizado en el plastidio. La via alternativa
consistiria en la produccién de acetil-CoA por accidén de un enzima piruvato deshidrogenasa
mitocondrial, seguido por el transporte del acetato libre al plastidio donde seria transformado en
acetil-CoA por acciéon del enzima acetil-CoA sintasa (Ohlrogge y Browse, 1995). La
contribucion relativa de estas dos vias en la biosintesis de los dcidos grasos no ha sido todavia
estudiada en la oliva, sin embargo, su capacidad para incorporar tanto acetato como piruvato ha
sido demostrada, sugiriendo que cualquiera de las dos vias puede ser operativa en la pulpa de
este fruto (del Cuvillo, 1994).

La sintesis “de novo” de los dcidos grasos es un proceso que tiene lugar en los plastidios y
necesita la actividad conjunta de dos enzimas, acetil-CoA carboxilasa y el sistema enzimatico
acido graso sintetasa (KAS) (Figura 2). La primera cataliza la condensacién, con consumo de
ATP, de una molécula de bicarbonato y de una molécula de acetil-CoA para producir malonil-
CoA, que es el intermediario clave en la sintesis de dcidos grasos. Antes de entrar en la ruta de
sintesis, el grupo malonil es transferido del CoA a un factor proteico (ACP, proteina
transportadora de acilos) por el enzima malonil transacilasa.

El sistema enzimdtico dcido graso sintetasa que cataliza la sintesis de 4cidos grasos de cadena
larga saturada a partir de acetil-CoA, malonil-CoA y NADPH, puede ser considerado como un
complejo disociable de tipo II en el cual las proteinas que catalizan las diferentes reacciones
parciales pueden ser aisladas y purificadas. Estos enzimas son B-acilsintasas I, II y IIT (KAS I, II
y II). La primera condensacién de acetil-CoA y malonil-ACP para formar un producto de
cuatro atomos de carbono estd catalizada por KAS III. Las siguientes condensaciones estan
catalizadas por KAS I, que a diferencia de KAS III utiliza acil-ACPs como sustratos iniciales en
vez de acetil-CoA. El producto final es palmitil-ACP. Este compuesto puede ser elongado a
estearil-ACP en un ciclo posterior que conlleva la participacién de KAS II. El producto final del
complejo multienzimdtico 4cido graso sintetasa es casi siempre una mezcla de palmitato y
estearato. La relacion entre ellos depende de la actividad de KAS II y estd directamente
relacionada con el grado de insaturacion del producto oleoso final ya que el palmitato es el
dcido graso saturado mas abundante del aceite de oliva y los dcidos grasos de dieciocho atomos
de carbono son pricticamente en su totalidad insaturados.

El proceso de elongacion de los dcidos grasos termina con la liberacion de los grupos acilicos de
las protefnas transportadoras de acilos, mediante la accién de tioesterasas presentes en los
plastidios o con su transferencia a lipidos complejos mediante aciltransferasas.
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10 Capitulo 2

Los 4cidos grasos insaturados se forman a partir de los 4cidos palmitico y estedrico. En el
estroma del plastidio se encuentra el enzima estearil-ACP A9-desaturasa, lo que implica que el
estearato no se acumula, siendo el oleato el principal producto en la formacién de dcidos grasos.
La importancia de este enzima puede deducirse de la elevada concentracion de oleato en el
aceite de oliva (Harwood, 1996). Desaturaciones posteriores del oleato para producir 4cidos
grasos poliinsaturados pueden tener lugar en el plastidio o en el reticulo endoplasmético. En
muchas plantas, incluyendo el olivo, la desaturacion del oleato conlleva su transporte fuera del
plastidio hacia el citosol. Los intermediarios acil-CoA son incorporados a la fosfatidilcolina en
el reticulo endoplasmdtico por la ruta Kennedy o pueden ser transferidos directamente. Las
cadenas acilicas de oleato pueden ser posteriormente desaturadas a linoleato y después a o-
linolenato mediante A12 y Al5-desaturasas (Harwood, 1996).

La acumulacién de aceite en la oliva tiene lugar paralelamente al ensanchamiento activo de las
células del pericarpio. Se segregan pequefias gotas de aceite en los extremos del reticulo
endoplasmadtico que se fusionan seguidamente para formar gotas mayores que son impulsadas
hacia la vacuola y se incorporan lentamente a ella. La curva que representa la pauta de
acumulacion de aceite en la oliva es una sigmoidea que permite distinguir tres fases. Una fase
de acumulaciéon lenta de aceite que caracteriza los frutos recién formados, una fase de
acumulacién rdpida donde la cantidad de aceite aumenta rdpida y linealmente, y una fase de
ralentizacion de la sintesis lipidica caracterizada por una tasa casi estable de materia grasa
(Lavee y Wodner, 1991; Zarrouk y col., 1996; Alegre, 2001). Esta tltima fase estacionaria,
favorable para una buena recoleccién cualitativa y cuantitativa, abarca unas cuatro semanas y
precede al fenémeno de sobremaduracion de la oliva.

Diversos factores, entre ellos la luz y la disponibilidad de agua por parte del cultivo, pueden
influir en la biosintesis de lipidos en la oliva. Estudios realizados por Ortega (1962) mostraron
que el rendimiento en aceite del olivo estd relacionado con la posiciéon de los frutos en la
cubierta del arbol, observdndose una mayor acumulacién de aceite en aquellas olivas situadas en
las zonas superiores de la cubierta, que recibian una mayor irradiacién. En relacién con la
disponibilidad de agua por parte del cultivo, cabe destacar que el cardcter lineal del proceso de
acumulacion de aceite varia si los arboles se cultivan en condiciones limitantes y si se producen
periodos de sequia durante el desarrollo del fruto, observdndose un retraso en el proceso de
acumulacién de aceite (Lavee y Wodner, 1991; Pastor y col., 1996).

2.4.- BIOSINTESIS DE COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos de las plantas forman un extenso grupo de sustancias, habiéndose
descrito varios miles hace ya dos décadas (Harborne, 1980). Con el término ‘“compuesto
fendlico” hacemos referencia a aquellas sustancias que poseen uno o mads sustituyentes OH
unidos a un anillo aromdtico. Los compuestos que tienen varios sustituyentes hidroxilos de
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cardcter fendlico son normalmente denominados polifenoles. Estos compuestos se pueden
agrupar en funcion del nimero de atomos de carbono presentes en su esqueleto (Tabla 2).

Tabla 2.- Las principales clases de compuestos fendlicos en las

plantas
N° de Carbonos | Esqueleto bdsico | Denominacion
6 Cs Fenoles
7 Cs-C, Hidroxibenzoatos
8 Cs-C, Acetofenonas
Fenilacetatos
9 Cs-Cs Hidroxicinamatos
Fenilpropenos
Cumarinas
Isocumarinas
Cromonas
10 Cs-Cy Naftoquinonas
13 Cs-C1-Cs Xantonas
14 Cs-Cr-Cs Estilbenos
Antraquinonas
15 Cs-C3-Cs Flavonoides
18 (Cg-C3) Lignanos
Neolignanos
30 (C¢-C5-Cq), Biflavonoides
n (Cé)n Catecol melaninas
(Cs-C)n:Glc Taninos hidrolizables
(Co-C3), Ligninas
(Cs-C5-Cq)n Taninos condensados

Fuente: Strack (1997)

Todos estos compuestos, excepto flavonoides y estilbenos, provienen de un intermediario
biosintético comtin, L-fenilalanina, o su precursor inmediato, el dcido siquimico. En el caso de
los flavonoides, uno de sus anillos arométicos y la cadena lateral de tres dtomos de carbono
proviene de la L-fenilalanina, mientras que el resto proviene del acetil-CoA, por la ruta
policétida.

2.4.1.- LA RUTA DEL ACIDO SIQUIMICO

Los componentes esenciales implicados en la ruta del 4cido siquimico son eritrosa-4-fosfato y
fosfoenol piruvato. Estos dos compuestos se unen mediante una serie de reacciones dando lugar
al acido siquimico. La adicién de otra molécula de fosfoenol piruvato conduce a la formacién de
del 4cido corismico y es en este momento en el que la ruta se bifurca en una direccidon hacia el
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aminodcido L-triptéfano y en la otra hac

ia L-tirosina y L-fenilalanina (Figura 3). La transicion

de fenilalanina a hidroxicinamatos es definida como “metabolismo general fenilpropanoide”.

Los enzimas que catalizan las reaccion

es parciales de esta ruta son tres: fenilalanina amonio

liasa (PAL, EC 4.3.1.5), cinamato-4-hidroxilasa (C4H, EC 1.14.13.11) y hidroxicinamato CoA

ligasa (EC 6.2.1.12).

Acido cafeico
Acido ferulico —

Acido sinapico —

Hidroxib

Eritrosa-4-fosfato + Fosfoenolpiruvato
Siquimato
Corismato Taninos condensados
L-Triptofano
L-Tirosina Cumarinas Flavonoides
L-fenilalanina i
PAL —> ¥ Acido o-cumaérico
Acido cinamico Estilbenos
C4H —> EC6.2.1.12

Acido p-&umérico p p-cumaril-coA__y,  p-cumaril-alcohol
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v

/

—» ferulil-CoA —® coniferil alcohol

— sinapil-CoA — sinapil alcohol

v

enzoatos Ligninas

Figura 3.- Representacién esquemati
originados a partir de la ruta del 4cido

El enzima fenilalanina amonio liasa

ca de las diversas clases de compuestos fendlicos
siquimico.

(PAL, EC 4.3.1.5), clave en la biosintesis de los

compuestos fendlicos, cataliza la desaminacién no oxidativa de la L-fenilalanina para formar
dcido trans-cindmico y fue descrito por primera vez en Hordeum vulgare (Koukol y Conn,

1961).
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El enzima cinamato-4-hidroxilasa (C4H, EC 1.14.13.11) responsable de la conversién del dcido
trans-cinamico a acido p-hidroxicindmico, fue caracterizado por primera vez en Pisum sativum
(Russel y Conn, 1967). Esta reaccién requiere oxigeno y NADPH. La hidroxilacién en posicion
orto lleva a la formacién de dcido o-cumdrico, un precursor en la biosintesis de las cumarinas.

El enzima hidroxicinamato CoA ligasa (EC 6.2.1.12) permite la formacién de CoA ésteres de
4cidos hidroxicindmicos en presencia de CoA, ATP y en la mayoria de los casos de iones Mg**.
Los CoA ésteres de acidos hidroxicindmicos tienen un importante papel en la biosintesis de
varios grupos de compuestos fendlicos mediante cuatro tipos de reacciones:

- Condensaciéon mediante el alargamiento de la cadena lateral con moléculas de malonil-CoA.
Por ejemplo reacciones secuenciales con tres moléculas de malonil-CoA conducen a la
sintesis de flavonoides.

- Degradacion. Por eliminacién de una unidad de acetato se obtienen hidroxibenzoatos.

- Reduccién. Reaccion dependiente de NADPH que lleva a la formacién de los precursores
de ligninas y lignanos, los hidroxicinamil alcoholes.

- Conjugacién. Normalmente se trata de una condensacién de varios compuestos
monomeéricos o oligoméricos. La parte conjugada puede ser un carbohidrato, una proteina,
un lipido, un aminoécido, una amina, un 4cido carboxilico, un terpenoide, un alcaloide o un
flavonoide. La sintesis de verbascésido seria un ejemplo de este tipo de reaccién y ha sido
identificado en oliva como el principal derivado cafeico (Fleuriet y col., 1984). Se trata de
un cafeil disacarido unido por enlace éster a una molécula de dihidroxifeniletanol.

2.4.2.- LA RUTA DEL ACIDO MEVALONICO

Otro compuesto fendlico de gran importancia en el olivo y en el aceite de oliva es la
oleuropeina. En 1960 fue caracterizada como un compuesto secoiridoide (Panizzi y col., 1960).
Los secoiridoides son compuestos glucosidicos obtenidos a partir del metabolismo secundario
de los terpenos, por la ruta del 4dcido mevalénico. Desde un punto de vista biogenético los
secoiridoides se pueden dividir en cuatro grupos, concretamente aquellos presentes en Oleaceae
pertenecen al grupo oledsido, y se caracterizan por la combinacién de 4cido elendlico y un
residuo glucosidico (Figura 4).

Macheix y col. (1990) agruparon este tipo de compuestos (oleuropeina, ligustrésido...) bajo el
nombre genérico de derivados del feniletanol, caracterizdndolos como compuestos cuyas
moléculas contenian una estructura Ce-C, correspondiente o bien al 3,4-dihidroxifeniletanol o al
4-hidroxifeniletanol.
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2.4.3.- ENZIMA FENILALANINA AMONIO LIASA (PAL, EC 4.3.1.5)

La complejidad de la ruta biosintética de los compuestos fendlicos implica una dificultad en el
estudio de la regulacién en la acumulacion de estas sustancias en los tejidos vegetales. Sin
embargo, estd ampliamente aceptado el importante papel que el enzima PAL juega en la sintesis
de estos compuestos, habiéndose considerado el enzima clave en el metabolismo
fenilpropanoide (Jones, 1984; Hahlbrock y Scheel, 1989).

La actividad del enzima PAL estd estrechamente relacionada con el estado fisioldgico o de
desarrollo de la planta y se han observado importantes incrementos en los niveles de PAL
asociados a la acumulacién de antocianos, flavonoides y otros compuestos fendlicos en los
tejidos de diversas especies vegetales como pera (Billot y col., 1978), uva (Kataoka y col.,
1983), tomate (Fleuriet y Macheix, 1984), manzana (Arakawa y col., 1986), fresa (Given y col.,
1988) o mandarina (Oufedjikh y col., 2000). Sin embargo, el aparente exceso de la actividad
PAL en diversas especies vegetales, que permitiria una mayor sintesis de compuestos fendlicos,
sugiere que aun siendo el enzima PAL esencial para la sintesis de compuestos fendlicos puede
que no sea limitante. Actuaria como el factor clave que controla la canalizacién de la
fenilalanina en la sintesis de fenilpropanoides de acuerdo con los requerimientos fisioldgicos del
fruto o material vegetal. La actividad de este enzima en la ruta fenilpropanoide, se encuentra
asimismo coordinada con la actividad de otras enzimas involucradas en la sintesis de
flavonoides y antocianos (Cheng y col., 1991; Lister y col., 1996).

Se han realizado numerosos estudios centrados en el efecto de diversos factores sobre el
metabolismo fendlico a través de la monitorizaciéon del enzima PAL. Entre los multiples
factores estudiados podemos citar la luz, la temperatura, la irradiacién y el estrés hidrico entre
otros. Existen evidencias, a través del marcaje radioactivo, del fotocontrol de la sintesis del
enzima PAL en células de perejil y del fotocontrol de la degradacién del enzima en hojas de
Xanthium (Smith y col., 1977). Se ha observado que hojas de plantas que han crecido en
condiciones de muchas horas de luz contienen elevados niveles de fenoles solubles mientras que
si son transferidas a condiciones de pocas horas de luz los niveles de PAL, asi como la
capacidad para acumular compuestos fendlicos disminuye rapidamente (Balsa y col., 1979). En
uvas, Roubelakis y Kliewer (1986) observaron que cuando eran mantenidas en condiciones de
oscuridad, la actividad PAL disminuia y no se observaba acumulacién de antocianos. Kubo y
col. (1988) reportaron que en cuatro variedades de manzanas estudiadas, si los frutos se cubrian
con un film impermeable a las radiaciones UV, tanto la acumulacién de antocianos como la
actividad PAL eran inhibidas o reducidas. Los datos disponibles sobre la relacién entre la luz y
los compuestos fendlicos, concernientes especialmente a los antocianos y en menor grado a los
flavonoides y a los derivados de los 4cidos hidroxicindmicos, parecen indicar que la luz es un
factor determinante en la acumulacién de gran parte de los compuestos fendlicos en frutos y
otras especies vegetales mediante, por una parte, la regulacién debida a la contribucién de las
cadenas de carbono derivadas directamente de la fotosintesis, y por otra parte y de una manera
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mads especifica, mediante los enzimas del metabolismo fendlico, especialmente el enzima PAL
(Macheix y col., 1990).

Las modificaciones de la actividad PAL en el transcurso de la aclimatacion de las plantas a
bajas temperaturas sugieren que el metabolismo fenilpropanoide podria tener un importante
papel en la resistencia de las plantas a bajas temperaturas. Faragher (1983), en un estudio acerca
de la acumulacién de antocianos en la piel de manzanas concluia que la temperatura, junto con
la luz, era un importante factor de regulacion a través del efecto que ejercia sobre el nivel de
actividad PAL. Asimismo, Chalker-Scott y Fuchigami (1989) observaron que la aclimatacion de
los manzanos a climas frios estaba asociada a la acumulacién estacional de 4cido clorogénico. A
partir de los resultados obtenidos al estudiar los cambios en la transcripcién y en la actividad del
enzima PAL en citricos almacenados a temperaturas de 2 y 12 °C estos autores sugirieron que la
transitoria induccién en la expresion del gen y en la actividad del enzima PAL podria ser parte
de una répida respuesta del tejido a las bajas temperaturas.

Trabajos realizados a cerca del efecto de la irradiacién sobre el metabolismo de los compuestos
fendlicos indican que este tipo de tratamientos, enfocados a alargar la vida util del producto,
causan un considerable incremento de la actividad PAL. En citricos, la actividad PAL y los
compuestos fendlicos aumentaron tras ser expuestos a irradiacién por rayos catédicos (Chachin
y col., 1974). En papaya y mango, la aplicaciéon de radiacién gamma conllevé un aumento en la
actividad PAL y en la concentracion de los compuestos fendlicos (Tan y Lam, 1985; Frylinck y
col., 1987). Estudios en champifiones (Benoit y col., 2000) y en citricos (Oufedjikh y col., 2000)
mostraron igualmente que los tratamientos ionizantes estimulaban la actividad PAL y la sintesis
de compuestos fendlicos.

Un factor ambiental capaz de influir en el metabolismo fendlico es la disponibilidad de agua. Se
ha estudiado el efecto de la aplicacion de diferentes niveles de riego a olivos sobre la actividad
PAL de los frutos observdndose una mayor actividad enzimdtica cuanto menor es el volumen de
agua aplicada a los arboles (Patumi y col., 1998). Estos resultados estaban de acuerdo con los
obtenidos por Kubota (1996) en melocotonero, en los que se evidenciaba que el metabolismo
fendlico estaba afectado por la humedad del suelo. Estudios sobre el pardeamiento del
pericarpio del lichi han mostrado que la pérdida de agua del fruto induce un aumento en la
actividad PAL en el fruto almacenado a baja humedad relativa (Jiang y Fu, 1999). -Todos estos
resultados experimentales son consistentes con la hipétesis de que el enzima PAL es un buen
indicador del estrés ambiental en los tejidos de diversas plantas.

2.5.- LA FRACCION FENOLICA

En las dltimas décadas se ha desencadenado un gran interés por los compuestos fendlicos de las
plantas, habiendo aparecido diversas revisiones y monografias dedicadas a diferentes aspectos



Antecedentes 17

de estos compuestos (Macheix y col., 1990; Leibovitz y Mueller., 1993; Antolovich y col.,
2000; Parr y Bolwell, 2000; Soler y col., 2000).

En el caso concreto de la oliva, los compuestos fendlicos presentes en ella son reconocidos,
entre otros aspectos, por su actividad antimicrobiana (Fleming y col., 1973; Mahjoub y
Bullerman, 1987; Tranter y col., 1993; Tassou y Nychas, 1995; Aziz y col., 1998), por sus
propiedades molusquicidas (Kubo y Matsumoto, 1984), por su papel preventivo en las
infecciones por Dacus oleae (Lo Scalzo y col., 1994) y por su inhibicién de celulasa producida
por Basidiomicetos y de enzimas celuloliticos de la propia oliva (Heredia y col., 1990).
Basandose en este amplio espectro de actuacidn, los compuestos fenélicos son considerados por
algunos autores como una parte importante del sistema quimico de defensa del fruto del olivo.
Otra funcién de un grupo de compuestos fendlicos presentes en la oliva, los flavonoides, en
virtud de su espectro de absorcidn, es limitar los efectos de la luz UV y el consecuente dafio
oxidativo (Galli y Visioli, 1999).

Respecto a la calidad del fruto, la adquisicion del color en la oliva es debida a la formacién de
antocianinas, y determinados atributos sensoriales, como el amargor, estdn asociados a la
presencia de compuestos fendlicos. La oliva posee de forma natural un cardcter amargo muy
intenso que la hace inadecuada para el consumo sin un tratamiento previo. El principio amargo
mas importante es el secoiridoide glucésido oleuropeina. La oleuropeina aglicona
probablemente es también amarga, mientras que los otros dos productos de degradacién, el
acido elendlico y el hidroxitirosol, son juzgados como no amargos (Walter y col., 1973).

Los compuestos fendlicos de la oliva han atraido también la atencién como agentes
antioxidantes, habiendo mostrado su actividad en estudios ‘in vitro’ e ‘in vivo’ en animales de
experimentacion (de Pasquale y col., 1991; Le Tutour y Guedon, 1992; Capasso y col., 1993;
Pennachio y col., 1996).

El aceite de oliva virgen se extrae mediante procedimientos fisicos a partir de las olivas
maduras. Por lo tanto, los compuestos responsables de las propiedades antioxidantes y de las
cualidades organolépticas son transferidos, al menos en parte, al aceite. La presencia de
compuestos fendlicos confiere al aceite de oliva una particular resistencia al desarrollo de la
rancidez. Numerosos autores han puesto en evidencia la relacién entre el contenido de
compuestos fendlicos del aceite y su estabilidad frente a la oxidacién (Vazquez y col., 1973;
Gutfinger, 1981; Papadopoulos y Boskou, 1991; Tsimidou y col., 1992b; Baldioli y col., 1996).

El atributo amargo es una de las peculiaridades del aceite de oliva y su intensidad influye en su
aceptacion por parte del consumidor. Los principales componentes responsables de los atributos
amargo y picante son compuestos fendlicos derivados de los secoiridoides glucdsidos presentes
en la oliva (Montedoro y col., 1992a; Angerosa y col., 2000).
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En relacién con los efectos bioldgicos de los compuestos fendlicos del aceite de oliva, se ha
especulado sobre la posibilidad de que actien igualmente como antioxidantes, evitando la
oxidacion de lipidos dentro de las arterias y evitando la acumulacién de lipoproteinas de baja
densidad oxidadas en las paredes de las arterias, una de las principales causas de enfermedades
coronarias (Grignaffini y col., 1994; Petroni y col., 1995; Wiseman y col., 1996; Caruso y col.,
1999).

2.5.1.- COMPUESTOS FENOLICOS EN LA OLIVA

La oleuropeina, aislada de las hojas de olivo a principios del siglo XX por Bourquelot y
Vintilesco (1908), es el componente fendlico mas abundante y caracteristico del fruto del olivo.
Panizzi y col. (1960) establecieron que se trataba de un éster heterosidico del acido elendlico y
del hidroxitirosol. En 1974 Inouye y col. confirmaron su estructura por espectrometria de
masas.

Un compuesto similar fue aislado en olivas maduras por Ragazzi y col. (1973) e identificado
como demetiloleuropeina. En 1984 Kubo y Matsumoto aislaron de la pulpa de la oliva el
secoiridoide ligustrésido, un éster heterosidico al igual que la oleuropeina, pero en su estructura
estd presente el tirosol en lugar del hidroxitirosol.

De los compuestos derivados del acido hidroxicindmico, verbascésido es el mds importante
(Fleuriet y col., 1984). Es un éster heterosidico del 4cido cafeico y el hidroxitirosol. Otro
derivado del 4cido hidroxicindmico identificado en oliva es 1-cafeil-glucosa (Vazquez-Roncero
y col., 1974).

Bianco y col. (1993) han descrito la presencia del compuesto fendlico cornésido, que parece
estar relacionado con la molécula oxifeniletanol presente en oleuropeina y ligustrésido, y que
puede ser facilmente transformado en haloridona, también determinado este dltimo por Bianchi
y Pozzi (1994), los cuales han indicado asimismo la presencia de 3,4-dihidroxifenilglicol como
el principal compuesto fendlico de estructura C¢-C, en el fruto de algunas variedades de olivo.
Se ha determinado también la presencia en la oliva de glucésidos del hidroxitirosol (Vazquez-
Roncero y col., 1974; Bianco y col., 1998).

A demds de estos compuestos fendlicos caracteristicos de la oliva, el fruto contiene otros
compuestos y algunos productos obtenidos de la hidrélisis de los precursores mencionados
anteriormente. Han sido determinados los fenoles simples hidroxitirosol y tirosol, los derivados
del 4acido hidroxibenzoico, vainillina y 4cidos p-hidroxibenzoico y vainillico, y los derivados del
acido hidroxicindmico, 4dcidos cafeico y p-cumadrico (Brenes y col., 1992; Romani y col., 1999;
Servili y col., 1999).

Los flavonoides también estdn presentes en la oliva, habiendo sido identificados luteolina-7-
glucésido, luteolina-5-glucésido, apigenina-7-glucdsido, apigenina-7-rutindsido y quercetin-3-
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rutinésido (Vazquez-Roncero y col., 1974; Amiot y col., 1986; Vlahov, 1992; Esti y col., 1998;
Romani y col., 1999; Servili y col., 1999).

Las antocianinas presentes en mayor proporcion en las olivas maduras son cianidina-3-
glucdsido y cianidina-3-rutinésido (Vazquez-Roncero y Maestro-Duran, 1970; Romani y col.,
1999). En 1976 Maestro-Duran y Viazquez-Roncero estudiaron la presencia de pigmentos
antocidnicos en la variedad Manzanilla e identificaron cianidina-3-rutindsido acilado al dcido
cafeico y tres tridsidos, cianidina-3-glucosilrutinésido linear, ramificado y un derivado acilado
al dcido cafeico.

En la semilla del olivo se han descrito una serie de glucdsidos secoiridoides de estructura muy
parecida entre si, formados exclusivamente por glucosa, 4cido elendlico y tirosol. De ellos se ha
establecido la estrucutra de uno que coincide con la de la niizhenido, y otro que coincide con el
salidrésido (Ledn, 1990). Servili y col. (1999) han caracterizado por técnicas espectroscopicas
el compuesto niizhenido en la semilla de la oliva y han detectado asimismo la presencia de un
derivado secoiridoide, la forma dialdehidica del acido elendlico unido al hidroxitirosol.

2.6.- COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE DE OLIVA

La Comunidad Econdémica Europea establecié en el Reglamento del Consejo 136/66 las
denominaciones y definiciones de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de oliva,
comercializados dentro de cada estado miembro, asi como en los intercambios intracomunitarios
y con terceros paises. Haciendo un resumen de las denominaciones y definiciones aplicables al
aceite de oliva podemos decir que sélo se considera aceite de oliva al aceite que procede
exclusivamente del tratamiento de las aceitunas, con exclusion del aceite de oliva reesterificado
o sintetizado y cualquier mezcla de aceite de oliva con aceites de otra naturaleza. Se consideran
aceites de oliva virgenes a los obtenidos del fruto del olivo tnicamente por procedimientos
mecdnicos u otros procedimientos fisicos, en condiciones, sobretodo térmicas, que no impliquen
la alteracion del aceite, y que no hayan sufrido tratamiento alguno distinto del lavado, la
decantacion, la centrifugacion y el filtrado.

Con fecha 5 de septiembre de 1991, el diario Oficial de las Comunidades Europeas, publica el
Reglamento 2568/91, en el que se fijan las caracteristicas que definen cada tipo de aceite y
establece los métodos comunitarios de andlisis quimico y de valoracidon organoléptica que se
deben aplicar de manera uniforme en toda la Comunidad. Las caracteristicas fisico-quimicas de
los distintos tipos de aceite de oliva se recogen en un cuadro que figura como Anexo [ al
Reglamento 2568/91. Todos los aceites de oliva virgenes han de tener unas caracteristicas
comunes, asi, la composicion acidica y esterdlica debe corresponder al aceite de oliva. Respecto
al perfil de acidos grasos, se exigen unos porcentajes maximos de 0.1, 0.9, 0.7, 0.5, 0.3 y 0.5%
para los dacidos miristico, linolénico, araquidico, icosanoico, behénico y lignocérico,
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respectivamente, salvo excepciones que son publicadas en la reglamentacién. Por otra parte, el
contenido de acidos grasos saturados en posicion 2 de los triglicéridos serd inferior al 1.3%, la
trilinoleina se encontrard en una proporcion maxima de 0.5 y el contenido de alcoholes
alifaticos serd de 400 mg kg como méximo.

En cuanto al contenido en esteroles ha de ser como minimo 1 mg kg™ de aceite y su perfil debe
cumplir una serie de requisitos. Como minimo un 93% del contenido total de esteroles debe ser
[-sitosterol, el resto de esteroles, eritrodiol + uvaol, colesterol, brassicasterol, campesterol y A-
estigmasterol deben estar en unas proporciones mdaximas de 4.5, 0.5, 0.2, 4.0 y 0.5%
respectivamente. Ademads, el contenido en estigmasterol debe ser siempre inferior al de
campesterol

Una vez definidas las caracteristicas comunes a todos los aceites de oliva virgenes, se clasifican
en cuatro categorias comerciales:

- aceite de oliva virgen extra

- aceite de oliva virgen

- aceite de oliva virgen corriente

- aceite de oliva virgen lampante

Los tres primeros son aptos para el consumo directo, pero normalmente sélo el aceite virgen
extra y el aceite virgen se destinan para el consumo directo. El aceite de oliva virgen corriente
suele ser utilizado para la fabricacién de aceite de oliva refinado. Su calidad viene definida por
dos aspectos fundamentales, la valoracién organoléptica y los indices fisico-quimicos de
calidad.

Tabla 3.- Pardmetros de calidad de los aceites de oliva virgenes
Indice de
Categoria Acidez peroéxidos Kjz; Kj7o AK Panel test
(%) __(meq Okg™)

1. Aceite de oliva

virgen extra <1.0 <20 <2.40 <0.20 <0.010 >6.5
2. Aceite de oliva
virgen <20 <20 <2.50 <0.25 <0.010 >55

3. Aceite de oliva
virgen corriente <33 <20 <2.50 <0.25 <0.010 >35

4. Aceite de oliva
virgen lampante >33 > 20 >3.70 >0.25 - <35

Fuente: Reglamento CEE 2568/91
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Podemos dividir los compuestos quimicos del aceite de oliva en dos grandes grupos: fraccién
saponificable y fraccidn insaponificable.

2.6.1.- FRACCION SAPONIFICABLE

Representa entre el 98.5% y el 99.5% del peso del aceite de oliva. Estd formado principalmente
por glicéridos, diferencidndose entre ellos por los dcidos grasos que los forman y por el ndmero
de grupos alcohol de la glicerina que se han unido a dcidos grasos. Los mono y diglicéridos se
encuentran en pequeia cantidad, 0.2% y 1.3% sobre dcidos grasos totales respectivamente, asi
como fosféatidos y algunos dcidos libres, constituyendo los triglicéridos el grupo mayoritario. La
composicion de dcidos grasos caracteristica del aceite de oliva se detalla en la tabla 4.

Tabla 4.- Composicion de acidos grasos del aceite de
oliva expresado en porcentaje.

Acidos grasos Limites (%)
Miristico C 140 0.0-0.1
Palmitico C 160 7.5-20.0
Palmitoleico C 161 03-3.5
Heptadecanoico C 70 0.0-0.5
Heptadecenoico C 174 0.0-0.6
Estearico C g0 0.5-5.0
Oleico C s 55.0-83.0
Linoleico C s 35-21.0
Linolénico C 133 00-1.5
Araquidico C 200 0.0-0.8
Eicosanoico C 201 no especificado
Behénico C 290 0.0-0.2
Lignocérico C 20 0.0-1.0

Fuente: Comision del Codex Alimentarius (1993)

La composicién en dcidos grasos del aceite de oliva varfa ligeramente dependiendo de la
variedad y del grado de madurez de las olivas, asi como de las condiciones climdticas y la
latitud. Debido en parte a la evolucién en la nocién de calidad y a la necesidad de aumentar el
valor afiadido del producto, ha crecido el interés en el estudio de las caracteristicas quimicas del
aceite de oliva en funcién de su origen, entendido como conjunto de factores (cultivar, zona de
produccidn, técnicas agrondmicas, época de recogida...) que confluyen en la caracterizacién del
mismo. El perfil de acidos grasos del aceite, asi como la composicion en triglicéridos han sido
utilizados por numerosos autores como parametros de clasificacién geogréfica del aceite.
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De hecho, los estudios realizados en torno a los dcidos grasos del aceite de oliva se centran en la
posibilidad de utilizarlos como pardmetros clasificatorios o distintivos de los aceites de oliva de
diferentes zonas de procedencia. Por orden cronolégico podemos citar a Forina y Tiscornia
(1982) que aplicaron técnicas de andlisis discriminante para clasificar aceites de oliva italianos
en funcién de su region de origen, partiendo del andlisis de la fraccién de acidos grasos. Derde y
col. (1984) utilizaron el método SIMCA para clasificar aceites de dos regiones de Italia a partir
de siete dcidos grasos. Sarrion y col. (1986) y Forcadell y col. (1988) clasificaron muestras de
aceite de oliva de dos Denominaciones de Origen catalanas mediante andlisis discriminante.
Tsimidou y col. (1987) fueron capaces de separar aceites de oliva procedentes de dos zonas de
Grecia en funcién de los dcidos grasos y de la composicion en triglicéridos. Graciani (1987)
estudi6 la caracterizacion de los aceites de oliva espafioles en funcién del cultivar y de la zona
de procedencia mediante el andlisis de los triglicéridos. Alonso y Aparicio (1993) estudiaron la
posibilidad de discriminacidon entre los aceites de oliva virgen procedentes de diferentes
regiones de Espafia, Italia y Portugal en base a su perfil acidico. Tsimidou y Karakostas (1993)
aplicaron técnicas de andlisis multivariante al perfil de dcidos grasos de aceites de oliva griegos
procedentes de 10 zonas y obtenidos durante 24 campafas y Lanza y col. (1998) clasificaron
aceites de oliva producidos en diferentes areas de Sicilia en base a la composiciéon acidica.
Motilva y col. (2001) analizaron el perfil de acidos grasos de 190 muestras de aceite de oliva
virgen de la Denominacioén de Origen Protegida Les Garrigues (Lleida) durante tres campaias
consecutivas, permitiendo en base a la representacién de los aceites seglin sus componentes
principales, la separaciéon de aceites procedentes de dos subzonas con diferencias
agroclimaticas.

Una de las razones bdsicas por las cuales el aceite de oliva es considerado un alimento
cardiosaludable es su composicién en dcidos grasos, siendo la principal caracteristica su riqueza
en dcido oleico (Cyg.1). El papel de los dcidos grasos monoinsaturados en el metabolismo del
colesterol ha sido planteado principalmente a partir de los estudios epidemiolégicos de Keys
sobre la influencia de dicho aceite en la salud humana, que fueron publicados el afio 1986 como
“El estudio sobre los 7 paises”. Durante mucho tiempo el dcido oleico habia estado considerado
como neutro en relacion al colesterol sanguineo. Esta opinién fue revisada a la luz de diversos
trabajos experimentales. Para resumir estos estudios se puede decir que si se compara una dieta
rica en grasas saturadas, la dieta monoinsaturada reduce el colesterol total y el colesterol de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y no afecta al colesterol de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) responsables del transporte del colesterol sanguineo al higado para su posterior
metabolismo. Si se compara con una dieta rica en dcidos grasos poliinsaturados, la dieta rica en
monoinsaturados tiene el mismo efecto sobre el colesterol total y el colesterol de las LDL pero
aumenta el colesterol HDL. En todos los casos considerados, el aceite de oliva aporta un
resultado mds satisfactorio (Jacotot, 1994).

Otra cuestién importante es el contenido en 4cido linoleico, dcido graso poliinsaturado con dos
enlaces dobles, de ellos, el mas proximo al extremo metilico de la molécula estad situado entre
los carbonos 6 y 7. El organismo animal es incapaz de introducir enlaces dobles en esta
posicion, razén por la cual el dcido linoleico es indispensable para la nutricién humana.
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2.6.2.- FRACCION INSAPONIFICABLE

Es dificil determinar de forma precisa la totalidad de los constituyentes menores del aceite de
oliva, debido a su naturaleza compleja y a su baja concentracién. Una forma simple de resolver
el problema es la determinacién de la materia insaponificable. Se la define como el conjunto de
productos presentes en la sustancia analizada que después de la saponificacién con un hidréxido
alcalino y de la extracciéon con un determinado disolvente, quedan como no voldtiles. La
fraccion insaponificable representa un porcentaje menor o igual al 1.5% del peso del aceite, sin
embargo, tiene una gran importancia desde el punto de vista del valor bioldgico del aceite y de
la conservacién del mismo.

La fraccién no glicérica del aceite de oliva contiene hidrocarburos, esteroles, alcoholes
triterpénicos, tocoferoles, fenoles, pigmentos, compuestos voldtiles y aromadticos (Tabla 5).

Tabla 5.- Principales componentes de la fraccién
insaponificable del aceite de oliva.

Compuestos Cantidad o proporcion

Terpenos:

Escualeno 300-700 mg /100 g

Carotenos 0.5-10 mg /kg

(expresado como B-caroteno)

Clorofilas 0-9.7 ppm
Tocoferoles 7-30 mg /100 g

a-tocoferol 293%

By y-tocoferol < 10% del total de tocoferoles

d-tocoferol <10%
Esteroles 80-240 mg / 100 g

Campesterol 2.0-3.0%
Estigmasterol 1.0-2.0%
B-sitosterol 95-97%
+ A,5 avenasterol
Compuestos fendlicos  50-500 mg / kg
(expresado  como  dcido
cafeico)

Alcoholes

Cetonas

Eteres

Esteres

Derivados furanicos...

Fuente: Mataix y Martinez de Victoria (1988)
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Algunos de estos componentes minoritarios del aceite de oliva virgen estdn implicados en
propiedades tan importantes como la estabilidad frente a la oxidacion. Entre éstos, cabe destacar
los pigmentos (clorofilas y carotenos), los tocoferoles y los fenoles.

2.6.2.1.- Pigmentos

Los pigmentos presentes en el aceite de oliva se dividen en dos grupos: los pigmentos
clorofilicos y los carotenoides. Las clorofilas son los pigmentos fotosintéticos mas importantes.
La molécula de clorofila contiene basicamente cuatro anillos pirrélicos substituidos, uno de los
cuales estd reducido, y se hallan coordinados con un ién Mg®*. Adicionalmente las clorofilas
contienen un anillo isociclico. El caracter hidrofébico de estos compuestos se debe a la
presencia del fitol, un alcohol isoprenoide monoinsaturado de estructura C,y que se encuentra
esterificando el resto de dcido propiénico del carbono nimero 7 de la molécula de clorofila.

Los pigmentos clorofilicos, responsables del color verde de las plantas superiores, se localizan,
junto a una serie de carotenoides, en los plastidios. En el caso de ser clorofilas los pigmentos
mayoritarios, el plastidio se denomina especificamente cloroplasto. En las plantas superiores
s6lo estdn presentes las clorofilas a y b. La diferencia entre ellas estriba en que la clorofila a
tiene un grupo metilo en el carbono nimero 3 mientras que la clorofila b posee un grupo
formilo.

Los pigmentos carotenoides quimicamente se clasifican como terpenoides y se consideran
biosintéticamente derivados del dcido mevaldnico, intermediario metabdlico que aporta la
unidad bdsica estructural. Estdn formados basicamente por 8 unidades de isopreno, de tal forma
que la unién de cada unidad se invierte en el centro de la molécula. Los pigmentos carotenoides
pueden dividirse en dos grandes grupos: los carotenos, que son estrictamente hidrocarburos, y
las xantofilas, que contienen oxigeno. Los carotenoides son los pigmentos responsables de la
mayoria de los colores amarillos y anaranjados de frutos y verduras, debido a la presencia en su
molécula de un croméforo consistente en una cadena de dobles enlaces conjugados.

En el aceite de oliva se ha observado la presencia de los pigmentos clorofilicos y carotenoides
inicialmente presentes en el fruto, ademas de derivados de éstos formados por la liberacion de
acidos durante el proceso de extraccion del aceite (Gandul y Minguez, 1996). Una proporcién
de los pigmentos clorofilicos de la oliva se transforma en feofitinas cuando el i6n Mg** central
del anillo porfirinico es substituido por un H'. Esta reaccion afecta directamente al grupo
cromoéforo de la clorofila. Sélo una parte del contenido en clorofila del fruto permanece intacto
en el aceite. Respecto a la fraccion carotenoide, la acidez del medio causa la isomerizacién de
los grupos 5,6-epoxidos a 5,8-furanoides. En el caso de aceites de la variedad Arbequina
también se han detectado clorofilidas y feoférbidos. Estos compuestos son productos de la
desesterificacion enzimdtica del alcohol fitol en las moléculas de clorofila y feofitina
respectivamente. En relacién con la fraccién carotenoide del aceite de esta variedad, el o-
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caroteno y las xantofilas esterificadas son los compuestos tipicos. En todos los aceites la
feofitina a resulté ser el componente principal (44-58% de los pigmentos totales), seguido por
luteina (18-38%) y B-caroteno (6-17%) (Gandul y Minguez, 1996).

Se han encontrado marcadas diferencias en la composicién de pigmentos fotosintéticos del
aceite en funcién de la zona de origen, asi, se ha observado que en los aceites griegos las
relaciones luteina/B-caroteno y pigmentos clorofilicos/pigmentos fotosintéticos es inferior a la
unidad y oscila entre 2 y 11, respectivamente, (Psomiadou y Tsimidou, 2001) mientras que en
aceites espafioles el rango varia entre 1.3 y 5.1 para la relacion luteina/B-caroteno y se mantiene
proxima a la unidad en la relacién pigmentos clorofilicos/pigmentos carotenoides (Gandul y
Minguez, 1996).

La composicion y el contenido total de pigmentos presentes de forma natural en el aceite de
oliva, son importantes parametros para la determinacién de su calidad, ya que estan
relacionados con el color, un atributo fundamental en la evaluacién organoléptica determinando
el grado de aceptacion del consumidor. La determinacion de este pardmetro, sin embargo, no
estd contemplada en el Reglamento de la CEE. Existen diversos métodos para la determinacion
del color del aceite. El indice ABT modificado estd basado en la comparacién visual del color
del aceite con patrones preparados con solucién de azul de bromotimol a diferentes valores de
pH mediante mezcla de cantidades variables de tampones Na,HPO, y KH,PO, (Gutiérrez y
Gutiérrez, 1986). Otro método es la determinacion de las coordenadas instrumentales de color
en el espacio CIELAB, calculadas a partir de los valores triestimulo X, Y, Z.

Desde un punto de vista nutricional, la fraccién carotenoide, principalmente el B-caroteno,
constituye el factor pro-vitamina A del aceite. Estudios epidemioldgicos han mostrado que
dietas ricas en carotenos estan correlacionadas con una significativa reduccién del riesgo de
cancer de pulmén, otras formas de cancer, enfermedades coronarias y algunas patologias
degenerativas (Bendich, 1994).

2.6.2.2.- Tocoferoles

Se conocen 8 compuestos en la serie de tocoferoles que se producen en la naturaleza, los cuales
son derivados del 6-cromanol. Esta serie estd formada por 4 compuestos con una estructura
tocol que tiene una cadena saturada isoprenoide de C;s y 4 compuestos con una estructura
tocotrienol que tiene 3 enlaces dobles en la cadena Cg.

Respecto al contenido de tocoferoles del aceite de oliva, el «-tocoferol representa
aproximadamente el 90-95% de los tocoferoles totales, las formas 3 y y se encuentran por
debajo del 10% y la forma & en proporciones muy bajas. Algunos autores, incluso, afirman que
la forma §-tocoferol no estd presente en el aceite de oliva (Micali y Curro, 1984; Dionisi y col.,
1995; Rovellini y col., 1997a), llegdndolo a utilizar como patrén interno en el andlisis de
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tocoferoles del aceite de oliva (Aparicio y col., 1999). El tocoferol mds activo biolégicamente es
el a-tocoferol por su acciéon como vitamina E, con lo que parte de la ingesta recomendada de
esta vitamina puede ser cubierta con aceite de oliva virgen.

Se han realizado numerosas investigaciones de la presencia de tocoferoles en el aceite de oliva
originario de diversos paises y en todos los casos se observa un rango muy amplio de
concentracién. Psomiadou y col. (2000) analizaron el contenido en a-tocoferol de 90 aceites de
oliva virgen de diferentes variedades y de diferentes regiones de Grecia durante tres campaiias
consecutivas y por encima de un 60% de las muestras contenian méds de 200 ppm de ¢-tocoferol
siendo los valores extremos 98 y 370 ppm; valores muy superiores a los reportados por
Andrikopoulos y col. (1989) que oscilaban entre 81 y 142 ppm, con un valor medio de 113 ppm.
El contenido en B-tocoferol y y-tocoferol variaba entre trazas y 9 o 40 ppm respectivamente y el
valor medio de &-tocoferol era de 4 ppm.

En Italia se ha hecho referencia a valores del contenido de a-tocoferol también muy variables y
comprendidos entre 55 y 315 ppm (Conte y col., 1993; Fedeli y Cortesi, 1993; Esti y col., 1996;
Manzi y col., 1998).

Numerosos estudios realizados en Espafia han mostrado un contenido medio de 230 ppm de o-
tocoferol en aceites de la variedad Arbequina (Jiménez y Uceda, 1995). En aceites de la
variedad Cornicabra el contenido en o-tocoferol cubre un rango entre 55 y 234 ppm, con un
valor medio de 157 ppm, presentando s6lo un 5% de los aceites analizados un contenido inferior
a los 100 ppm (Salvador y col., 1998). Aceites de las variedades Hojiblanca y Picual tienen
contenidos medios de o, B y y-tocoferol de 187, 1.5y 11 ppm para aceites de Hojiblanca y 208,
1.5 y 15 ppm para aceites de Picual (Aparicio y col., 1999). En general, si se comparan los
aceites de oliva virgen de diferentes origenes, los griegos son los que presentan concentraciones
mas elevadas de a-tocoferol.

Algunos autores han sugerido la determinacién del contenido en tocoferoles y tocotrienoles para
detectar la adulteracidn del aceite de oliva con aceite de semillas (Dionisi y col., 1995). En el
aceite de oliva no se han detectado tocotrienoles, a excepcion de la referencia de Agramont y
col. (1986) en aceites de variedades espafiolas cultivadas en Tarragona, en el que se informa de
la presencia de P y Yy-tocotrienol. Este hecho no ha sido confirmado por otros investigadores.
Los 4 homdlogos tocotrienoles se detectan en aceite de palma siendo el y-tocotrienol el mas
abundante, por lo que su presencia podria indicar la adicién de aceite de palma en aceite de
oliva. En aceite de semilla de uva se ha determinado la presencia de B y Yy-tocotrienol, por lo que
se podria detectar hasta un 2% de aceite de semilla de uva en aceite de oliva.
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2.6.2.3.- Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos presentes en el aceite de oliva son parte de la fraccién polar que se
obtiene normalmente por extraccion del aceite con metanol/agua. En numerosos trabajos se
denominan polifenoles, aunque es un término convencional porque no todos ellos son
polihidroxiderivados. Su papel ha sido extensamente investigado desde los afios 60. En aquellos
tiempos, los pioneros (Cantarelli, 1961; Montedoro y Cantarelli, 1969) establecieron una serie
de prioridades en la investigacién de los compuestos fendlicos basadas en:

- desarrollo de un procedimiento analitico para cuantificar los compuestos fendlicos en los
aceites

- estimacion de los niveles de compuestos fendlicos en aceites vegetales

- posible relacién entre estos compuestos y las caracteristicas del fruto (variedad, grado de
madurez...)

- efecto de la tecnologia de extraccion y los procesos de refinado en el nivel de compuestos
fendlicos

- importancia de los compuestos fendlicos como antioxidantes naturales.

Todavia hoy en dia se estd trabajando para dar respuesta a estos puntos. Hasta ahora no se ha
propuesto ninglin método estdndar u oficial para la determinacién de los compuestos fendlicos
del aceite de oliva, y los valores encontrados por diversos investigadores apenas si pueden ser
comparados, en lo referente al contenido de polifenoles totales y a los porcentajes individuales.

Las referencias que hay en relacion con el contenido de polifenoles totales en el aceite de oliva
presentan cifras muy variables en funcion de la ubicacién del estudio y de la variedad de oliva.
Un estudio realizado por Montedoro y col.(1992b) en aceites de variedades italianas reveld un
amplio rango en el contenido de compuestos fendlicos (expresados en ppm de acido galico),
subdividiéndolos en tres grupos: aceites de contenido bajo (50-200 ppm), medio (200-500) y
alto (500-1000). En aceites espafioles también se ha observado una gran variabilidad en el
contenido de polifenoles (50-500 ppm de &cido cafeico) (Vazquez y col., 1975). Jiménez y
Uceda (1995) obtuvieron, a partir de datos de 6 campaifias, un valor medio de 184 ppm de 4cido
cafeico en aceites de la variedad Arbequina. En aceites de esta misma variedad producidos en
diferentes zonas oleicolas de Catalufla, Aragén y Andalucia se obtuvieron valores medios
expresados en ppm de 4cido cafeico que oscilaron entre 113 en la region de Andalucia hasta 443
en una determinada zona de Catalufia (Tous y col., 1997). Un estudio realizado por Motilva y
col. (1998) con 67 aceites de oliva procedentes de almazaras de la DOP “Les Garrigues” de la
campafia oleicola 1995/96 mostré un contenido medio de polifenoles totales de 152 ppm de
acido cafeico, moviéndose los valores extremos entre 80 y 300 ppm. En aceites de otras
variedades espafiolas como Hojiblanca, Picual y Cornicabra, se han reportado valores medios
de 190 ppm para las dos primeras (Aparicio y col., 1999) y de 162 ppm para la tltima (Salvador
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y col., 1999). En aceites israelies se han reportado valores inferiores a 157 ppm de dcido cafeico
(Gutfinger, 1981), en aceites turcos valores comprendidos entre 35 y 355 ppm de acido cafeico
(Nergiz y Unal, 1991) y en aceites griegos valores entre 19 y 242 ppm de 4cido cafeico
(Tsimidou y col., 1992b).

Los métodos mas ampliamente utilizados para evaluar el contenido en polifenoles del aceite de
oliva son el ensayo colorimétrico con el reactivo Folin-Ciocalteau y la cromatografia liquida
(HPLC). EI primer método proporciona s6lo informacién cuantitativa y el contenido ha de ser
referido a un compuesto estiandar, lo que supone una limitaciéon debido al gran nimero de
compuestos fendlicos presentes en el aceite de oliva. Por otro lado, la técnica cromatografica es
un método mds sensible y especifico, desde un punto de vista cualitativo y cuantitativo, sin
embargo es un proceso largo que implica un procedimiento previo de extraccion, ademds no
todos los picos presentes en el cromatograma se han podido identificar y es dificil la
cuantificacion de algunos compuestos debido a la ausencia de patrones.

Los compuestos fendlicos presentes en el aceite de oliva son en parte diferentes a los presentes
en el fruto debido a causas fisicas, por un reparto de los componentes entre la fase oleosa y el
agua de vegetacion asi como por la incorporacién a la pasta de componentes que proceden de
las semillas, y también debido a reacciones de oxidacién y hidrdlisis favorecidas por el pH acido
del medio, a la puesta en contacto de los enzimas hidroliticos con sus sustratos y a la accion de
la polifenoloxidasa, muy abundante en la pulpa, la cual oxida y polimeriza parte de los
compuestos fendlicos presentes.

Los estudios efectuados en referencia a la determinacion de los compuestos fendlicos en el
aceite de oliva virgen han puesto en evidencia la presencia de fenilacetatos, hidroxitirosol y
tirosol, hidroxicinamatos, acidos cafeico, fertlico, p-cumadrico, o-cumadrico, y hidroxibenzoatos,
dcidos siringico, p-hidroxibenzoico, vainillico, homovainillico, protocateico y géalico (Nergiz y
Unal, 1991; Montedoro y col., 1992b; Tsimidou y col., 1992a). En los dltimos afios se ha
determinado en aceite proveniente de variedades espafiolas de olivo la presencia de vainillina y
del compuesto fendlico 4-acetoxietil-1,2-dihidroxibenzeno (Brenes y col., 1999).

Sin embargo, los compuestos fenélicos mayoritarios en el aceite de oliva virgen son derivados
secoiridoides. Las agliconas de oleuropeina y ligustrésido, y la forma dialdehidica del 4cido
elendlico unida al hidroxitirosol o al tirosol (Montedoro y col., 1993; Angerosa y col., 1996a;
Brenes y col., 1999; Owen y col., 2000b) que también ha sido descrita por Cortesi y col. (1995)
como la aglicona de la forma deacetoxi de la oleuropeina o del ligustrésido. De hecho, ha sido
descrita una reaccion de isomerizacién entre las formas deacetoxi y dialdehidica (Limiroli y
col., 1995; Pirisi y col., 1997).

En estos ultimos afios se han identificado dos lignanos, pinoresinol y I-acetoxipinoresinol
(Brenes y col., 2000; Owen y col., 2000a), como compuestos mayoritarios del aceite de oliva
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junto con los derivados secoiridoides citados anteriormente. También se ha descrito la presencia
en el aceite de oliva de glucésidos del hidroxitirosol (Bianco y col., 1998) y de oleuropeina
(Perri y col., 1999).

Las flavonas apigenina y luteolina, procedentes de la hidrdlisis de los correspondientes
glucésidos de la pulpa, fueron ya descritas en aceite de oliva en 1976 por Vazquez-Roncero y
col. y posteriormente por Rovellini y col. (1997b) y Brenes y col. (1999).

2.6.3.- ESTABILIDAD DEL ACEITE DE OLIVA

La degradacion del aceite origina el enranciamiento del mismo. El término enranciamiento se
aplica para describir el desarrollo de olores y sabores indeseables como consecuencia de
determinados cambios en la fraccién grasa de los alimentos. La etapa inicial en el proceso de
degradacion es la liberacion de 4cidos grasos por las enzimas lipoliticas. Las lipasas que
producen algunos microorganismos presentes en las olivas, asi como lipasas naturales que se
encuentran en las olivas hidrolizan los triglicéridos, liberando los correspondientes acidos
grasos, con el consecuente incremento de la acidez del aceite.

La autooxidacién se debe a las reacciones de oxidacion de los lipidos y es un proceso en el que
intervienen radicales libres segin un mecanismo en cadena. Los factores que influyen en la
oxidacién de las sustancias grasas son la cantidad y disponibilidad del oxigeno presente, el
grado de insaturacion de los dcidos grasos, la presencia de metales, de enzimas, de activadores
como la luz y aportes energéticos en general. Es dificil evaluar el efecto de un factor especifico
en el proceso de oxidacidn ya que actian simultdneamente.

Las teorias cominmente mas aceptadas en relacion al mecanismo de autooxidacién dividen el
proceso en tres etapas: iniciacion o etapa de formacion de radicales libres, etapa de propagacién
o de reaccién de los radicales libres y etapa de finalizacion o de constitucion de productos no
radicales. En la fase de iniciacién se forman radicales libres orgdnicos (R®) a partir de
precursores no radicales, hidrocarburos insaturados. En la fase de propagacion se forman
radicales perdxido (ROO®) que posteriormente reaccionan con compuestos con hidrégeno
reactivo (R’H). Los nuevos radicales (R’*) contindan la accién con oxigeno molecular.
Finalmente, cuando todo el oxigeno o las moléculas con hidrégeno han reaccionado, empieza la
etapa de finalizacién. En ésta, los radicales se combinan entre si para dar productos inactivos.

La formacién de un hidroperéxido mediante la reaccion de una molécula de lipido con oxigeno
en su estado base es bastante improbable, porque dicha reaccién contraviene el principio de
conservacion del momento angular de giro. Sin embargo, los hidroperéxidos se pueden originar
por la reaccién de un 4cido graso con la molécula de oxigeno en su estado singulete. Los
fotosintetizadores absorben la luz en el espectro visible y alcanzan un nivel de excitacion,
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transfiriendo el exceso de energia a una molécula de oxigeno. El oxigeno singulete generado de
esta forma reacciona con la molécula grasa y se forma un hidroperéxido.

En la actualidad se admite que la fotooxidacién de los aceites vegetales, inducida por las
clorofilas y sus productos de degradacion, las feofitinas, provoca la formacién de los radicales
libres necesarios para la iniciacién de las reacciones de autooxidacién. Los resultados del
estudio de Interesse y col. (1971) muestran que las clorofilas a y b y las feofitinas a y b tienen
un poder prooxidante en las muestras de aceite expuestas a la luz, que no parece aumentar en
proporcién a la concentracién del pigmento. Por el contrario, en la oscuridad tienen una
capacidad antioxidante que depende sensiblemente de su concentracion en el aceite. Segun los
trabajos de Kiritsakis y Dugan (1985) y de Rahmani y Csallany (1998), la velocidad de
fotooxidacién del aceite de oliva decolorado aumenta con la adicién de clorofila o de feofitina.
Estos resultados no son consistentes con los de Gutiérrez y col. (1992a) quienes en un trabajo
sobre la influencia de las clorofilas en la estabilidad del aceite, no observaron una accion
prooxidante de las mismas. En condiciones de oscuridad se evidenci una mayor estabilidad de
las muestras que contenian clorofilas, indicando una cierta capacidad antioxidante, en especial
de la clorofila a. El B-caroteno puede retrasar los efectos nocivos de la fotooxidacién inducida
por los pigmentos clorofilicos en el aceite de oliva, desactivando el oxigeno singulete (Kiritsakis
y Dugan, 1985). Fakourelis y col. (1987) afirman que el efecto inhibidor del P-caroteno
aumenta con su concentracion en el aceite de oliva decolorado.

Diversos investigadores han estudiado el papel de determinados componentes del aceite de oliva
en su estabilidad frente a la oxidacién. Durante muchos afios los tocoferoles han sido propuestos
como aditivos en grasas y aceites por sus propiedades antioxidantes. Detienen las reacciones en
cadena de los radicales libres donando un dtomo de hidrégeno a los radicales hidroperéxido. El
radical tocoferol resultante es relativamente estable. También inhiben las oxidaciones inducidas
por el oxigeno singulete excitado electronicamente. Satue y col. (1995) estudiaron el efecto de
algunos antioxidantes naturales sobre la estabilidad oxidativa mediante el seguimiento de los
productos de oxidacién primaria (hidroperéxidos) y de oxidacién secundaria (hexanal), y
observaron que el a-tocoferol actuaba como prooxidante a concentraciones superiores a 250
ppm, de acuerdo con la determinacién del indice de perdxidos, sin embargo, resultaba mads
efectivo que otros antioxidantes en la inhibicion de la formacién de hexanal. Martinez y col.
(1995) estudiaron el enranciamiento oxidativo de aceites vegetales, entre ellos el de oliva, en
presencia de «-tocoferol y dedujeron que alcanzaba su mdxima actividad a niveles
relativamente bajos y que no tenia efecto ninguno una vez pasado el periodo de induccidn,
cuando la oxidacién rdpida habia empezado. Resultados experimentales del trabajo de Blekas y
col. (1995) mostraron que el o-tocoferol actuaba como antioxidante en aceite de oliva
purificado mantenido en la oscuridad a 40° C a concentraciones de 100, 500 y 1000 ppm,
aunque el efecto era mayor a 100 ppm que a concentraciones superiores. En los estadios
iniciales de oxidacidn se observé un cierto efecto prooxidante.
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Baldioli y col. (1996) observaron una baja correlacién entre la estabilidad del aceite y el
contenido en ¢i-tocoferol, sin embargo, pusieron de manifiesto el efecto sinérgico de una mezcla
de hidroxitirosol y sus formas oleosidicas y «-tocoferol en aceites de oliva purificados. Estos
resultados coinciden con los de Blekas y Boskou (1998) quienes estudiaron la actividad
antioxidante del a-tocoferol sobre la matriz de triglicéridos del aceite de oliva llegando a la
misma conclusién a cerca del sinergismo de compuestos ortodifendlicos y o-tocoferol.

Las propiedades antioxidantes y el consiguiente valor bioldgico del aceite de oliva también han
sido atribuidos en gran medida a los compuestos fendlicos presentes de manera natural. En
muchos trabajos se ha relacionado el contenido en polifenoles con algunos pardmetros utilizados
para determinar la estabilidad de los aceites frente a la oxidaciéon. Montedoro y col. (1992b)
encontraron una significativa correlacion entre los polifenoles totales y la estabilidad del aceite
medida como indice de peréxidos. Los resultados obtenidos por Baldioli y col (1996) y
Salvador y col. (1999) muestran una clara influencia del contenido de polifenoles totales del
aceite sobre su estabilidad, medida como tiempo de induccién en un equipo Rancimat. También
se ha investigado la actividad antioxidante de determinados compuestos fendlicos presentes de
forma natural en el aceite de oliva, poniendo de manifiesto su importante actividad antioxidante
(Servili y col., 1996).

2.7.- INFLUENCIA DE LOS FACTORES AGBONOMICOS Y
TECNOLOGICOS SOBRE LA COMPOSICION DEL ACEITE

La composicion del aceite es el resultante de una serie de interacciones entre factores genéticos,
ambientales y tecnoldgicos que marcan tanto la fase de desarrollo y de maduracién del fruto
como su transformacién (Montedoro y Servili, 1991).

2.7.1.- INFLUENCIA DE LA VARIEDAD Y DEL GRADO DE MADURACION
DE LA OLIVA

El aceite de oliva, como producto del metabolismo del olivo estd fuertemente influenciado por
la variedad. Esta influencia podria considerarse como directa si se hace referencia a las
variaciones especificas de los constituyentes individuales, con un grado de madurez igual, y
como indirecta si va unida a variaciones del modelo de maduracién de los frutos o a
interacciones en condiciones de crecimiento diversas. En un trabajo que data de 1972 sobre un
numeroso grupo de cultivares de distintas zonas de Italia, se puso de manifiesto la influencia de
la variedad en la composicién acidica (Averna y col., 1972). Las mayores fluctuaciones
correspondieron al contenido de acido oleico y sobre todo, de 4cido linoleico, con notables
oscilaciones de la relacion saturados/insaturados en los distintos aceites. Di Marco y col. (1991)
sefalaron que la amplitud de las variaciones observadas en lo referente al contenido de acidos
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grasos de los aceites de variedades diferentes cultivados en la misma parcela, es al menos
equivalente al inducido por la época de recogida. Las fluctuaciones debidas a la época de
recogida tienden a superponerse al efecto varietal. En Espafa, en un estudio acerca del perfil de
acidos grasos del aceite realizado durante 5 afios en tres épocas de campafa sobre unas 30
variedades, este ultimo factor fue responsable del mayor porcentaje de variacion del contenido
en acido palmitico, estedrico, oleico y linoleico (Uceda y Hermoso, 1998). El campo de
variabilidad propio de los dcidos grasos y la amplitud de la “zona de indiferencia” (Fiorino y
Grifi, 1991) que se deriva de ello son de tal tipo que no permiten su utilizacién como
marcadores para una caracterizacion varietal precisa.

Otros componentes del aceite de oliva relacionados con la variedad son los compuestos
fendlicos y los tocoferoles. En ambos la variedad tiene una notable influencia, aunque existen
otros factores a tener en cuenta. Se ha sefialado que el perfil fendlico de un aceite, desde el
punto de vista cualitativo, es caracteristico en funcién de la variedad de oliva de origen (Solinas,
1987; Brenes y col., 1999). En cuanto al contenido de o-tocoferol, también se ha observado su
dependencia en funcién del cultivar, de acuerdo con los resultados obtenidos en un estudio
realizado con variedades de olivo espafiolas (Garcia y col.; 1996).

Un estudio de la fraccion clorofilica y carotenoide de 9 aceites de oliva monovarietales de las
principales zonas productoras de Espafia mostr6 una composiciéon de pigmentos
cualitativamente semejante pero cuantitativamente diferente, por lo que se podria afirmar que la
riqueza en pigmentos es inherente a la variedad (Gandul y Minguez, 1996). Estudios posteriores
han confirmado la dependencia entre el nivel de pigmentos fotosintéticos en el aceite y la
variedad, teniendo siempre en cuenta que el grado de madurez es igualmente un importante
factor a considerar y que implica una pérdida gradual de pigmentos clorofilicos y carotenoides y
un incremento de compuestos antocidnicos. Las velocidades relativas de desaparicion de
clorofilas y carotenos son marcadamente diferentes entre variedades, implicando que también su
velocidad de catabolismo es una caracteristica propia de cada variedad (Roca y Minguez, 2001).
Ranalli (1992) se centrd en la composicioén carotenoide de aceites de 3 variedades italianas y
observé diferentes concentraciones en funcién de la variedad de olivas de la que provenian los
aceites

A medida que madura, la oliva va experimentando cambios fisiolégicos, modificindose su
textura, color y composicion por lo que las caracteristicas del aceite varian en funcién de la fase
de madurez en que han sido recogidas las olivas. Asf, a lo largo del proceso de maduracién, una
vez finalizada la lipogénesis o proceso de formacién del aceite, se producen cambios en la
composicién acidica. Estudios realizados en la estacion de Olivicultura y Elaiotecnia de Jaén,
muestran que la composicion acidica de los aceites evoluciona con la maduracion de las olivas.
Observaron que se producia una disminucidn del contenido de dcido palmitico y un aumento del
contenido de 4cido linoleico, permaneciendo bastante constante la proporcién de dcido oleico,
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por lo que la relacion dcidos grasos monoinsaturados/poliinsaturados tiende a disminuir (Uceda
y Hermoso, 1998).

Se ha observado una disminucién del contenido de tocoferoles, polifenoles totales y pigmentos
del aceite de diversas variedades espafiolas al avanzar el estado de maduracién de las olivas
(Agramont y col., 1986; Gutiérrez y col., 1999). Otro estudios han mostrado un aumento del
contenido de polifenoles en los aceites procedentes de olivas en las fases de maduracion desde
verde a envero y una disminucion en las fases de envero a maduro (Sanchez y col., 1999).

El proceso de maduracién implica de igual modo una serie de cambios en los pigmentos
presentes en las olivas. Desde un punto de vista cualitativo, la composiciéon de pigmentos
clorofilicos y carotenoides no se ve modificada al avanzar la maduracién sin embargo, su
concentracion va disminuyendo gradualmente al llegar el momento de la causando la variacion
del color del aceite en funciéon de las cantidades y proporciones de otros pigmentos,
principalmente compuestos de degradacion (Minguez y Gallardo, 1995). La maduracién de la
oliva siempre implica una pérdida de pigmentos, que resulta mds pronunciada cuando aumenta
la presencia de compuestos antocianicos.

2.7.2.- INFLUENCIA DE LOS FACTORES AMBIENTALES

El clima ejerce una gran influencia sobre la composicién quimica y la calidad del aceite, se ha
observado que existe una notable influencia de las condiciones metereoldgicas sobre la
evolucidén en el crecimiento del fruto y su maduracién (Jacoboni y col., 1999). En un estudio
sobre los efectos de los factores agrondémicos y estacionales en la produccién del olivo y las
caracteristicas cualitativas del aceite se puso de manifiesto que las condiciones climdticas, en
particular las precipitaciones, influian en la composicion quimica del aceite de oliva. Los
compuestos que mds se vefan influidos eran los alcoholes alifaticos, los compuestos fendlicos y
los componentes del espacio de cabeza, de particular importancia en lo que respecta a las
caracteristicas organolépticas y de calidad del aceite (Pannelli y col., 1994). Angerosa y col.
(1996b) estudiaron la influencia de la variable ambiente en la composicion del aceite de oliva y
evidenciaron buenas correlaciones entre algunos compuestos como esteroles, escualeno, dcido
oleico y fitol, y las temperaturas en los meses de otofio, la humedad relativa en los meses de
verano y la precipitacién durante todo el afio. En un trabajo realizado por Ranalli y col. (1997)
se observa que aceites provenientes de la misma variedad y cultivados en distintas dreas
geograficas presentan caracteristicas significativamente diferentes respecto a la composicion
aromadtica, concentracién de compuestos fendlicos y composicion acidica, mostrando que la
tipicidad de los aceites estd definida también por la zona de produccién y consecuentemente por
factores climéticos y edafoldgicos.

Generalmente las olivas de dreas mds frias contienen aceite con dcidos grasos mds saturados que
en dreas mds cdlidas. Se ha observado que el 4cido oleico aumentaba y el linoleico disminuia en
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la pulpa del fruto cuando el clima es mas frio (Lotti y col., 1982). De hecho, el aceite de oliva de
los paises mediterrdneos de la zona norte es mds rico en glicéridos liquidos, mientras que los de
la zona sur son mds ricos en glicéridos sélidos, principalmente de 4cidos palmitico y estedrico.
Como la temperatura disminuye al aumentar la latitud, dentro de una misma zona geografica la
relacién 4dcidos grasos insaturatos/acidos grasos saturados es superior en los aceites procedentes
de olivares cultivados a mayor latitud (Mousa y col., 1996).

2.7.3.- INFLUENCIA DEL RIEGO

Diversos investigadores han estudiado la influencia que tiene la aplicacién de riego al olivo
sobre la composicidén quimica y las caracteristicas organolépticas del aceite de oliva, aunque los
resultados obtenidos no siempre han sido concordantes.

Respecto a los pardmetros analiticos cldsicos que permiten clasificar el aceite de oliva en las
diferentes categorias comerciales, grado de acidez, absorbancia en el ultravioleta (Ky7) y indice
de peroxidos, sdlo acerca de este dltimo coinciden en sefialar los diferentes autores que no se ve
afectado por la aplicacion de riego (Dettori y Russo, 1993; Salas y col., 1997; Patumi y col.,
1999; Faci y col., 2000). En relacién al grado de acidez, tan sélo Salas y col. (1997) han
observado un valor superior del mismo en aceite procedente de los arboles que tenian totalmente
cubiertas sus necesidades hidricas.

En el experimento de riego realizado por Faci y col. (2000), donde los tratamientos de riego
consisten en la aplicacién de diversos porcentajes constantes de la demanda evaporativa, se
observé un incremento lineal de la absorbancia a 270 nm al aumentar la cantidad de agua
aplicada, mientras que en el trabajo de Salas y col. (1997) aunque se observa un menor valor del
parametro K79 en los aceites procedentes de arboles no regados, no se encontraron diferencias
entre tratamientos de riego.

Resultados igualmente diversos se han presentado sobre la influencia del riego en el perfil
acidico del aceite de oliva. Algunos autores no han detectado diferencias significativas en el
contenido en dcidos grasos de los aceites en funcién del tratamiento de riego aplicado (Inglese y
col., 1996; Patumi y col., 1999), mientras que otros como Salas y col. (1997) y Faci y col.
(2000) han observaron un menor porcentaje de 4cido palmitoleico y estedrico en aceites de
secano, encontrando tan sélo el dltimo de ellos diferencias significativas en el contenido en
acido oleico, siendo inferior en los aceites de secano y no observandose diferencias entre los
tratamientos de riego. Las mayores discrepancias hacen referencia a la relacién
Insaturados/Saturados (I/S). Por una parte, Dettori y Russo (1993) y Faci y col. (2000) han
observado un menor valor de esta relacidon en los aceites procedentes de drboles no regados,
mientras que Salas y col. (1997) sefialan que la relacion I/S es menor en los tratamientos con
mayor aporte de agua.
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La mayoria de los trabajos publicados coinciden en afirmar que la concentracién de los
compuestos fendlicos en el aceite disminuye a medida que aumenta la dosis de riego (Beltran y
col., 1995; Salas y col., 1997; Patumi y col., 1999; Faci y col., 2000), aunque los trabajos de
Dettori y Russo (1993) e Inglese y col. (1996) muestran un mayor contenido de polifenoles en
los aceites de drboles mds regados.

El andlisis sensorial de los aceites sometidos a estrategias de riego y de los aceites de secano
han mostrado una ausencia de defectos en los mismos y han sido clasificados dentro de la
categoria virgen extra independientemente de su procedencia, riego o secano (Salas y col., 1997;
Patumi y col., 1999). Sin embargo, los aceites de secano obtuvieron una mayor puntuacién en la
valoraciéon organoléptica. El atributo sensorial que se ve afectado en mayor medida por la
aplicacion de agua de riego es el amargor, mostrando intensidades menores en los aceites
procedentes de arboles regados.

2.7.4.- INFLUENCIA DE LA TECNOLOGIA DE EXTRACCION DEL ACEITE

La tecnologia de extraccién tiene una gran influencia sobre las caracteristicas del aceite de
oliva. La molienda del fruto afecta a la composicion del aceite, principalmente al color y a los
compuestos fendlicos. El mayor contenido en pigmentos estd relacionado con la accién del
triturador sobre la piel de las olivas, donde los pigmentos clorofilicos y carotenoides estdn en
mayor proporcion. Ranalli (1992) estudié el efecto de la tecnologia de extraccion sobre la
fraccién carotenoide en aceites de 3 variedades italianas y observd que los aceites de
percolacion, obtenidos triturando las olivas en un molino de martillos méviles, en comparacién
a los aceites de decantacién después de haber sido trituradas las olivas en un molino de
empiedro, tienen mayor contenido en pigmentos clorofilicos y carotenoides. Los aceites
obtenidos extrayendo la pasta con decanter y triturando con molino de martillos fijos contienen,
en comparacion con el mismo sistema pero utilizando martillos méviles, mayor concentracién
de pigmentos. Alloggio y Caponio (1997) llegaron a la conclusiéon de que los molinos de
martillos mostraban una mayor capacidad de extraccion de los compuestos fendlicos que los
molinos de empiedro.

Cualquiera que sea el sistema de elaboracién del aceite, el tiempo de batido y las temperaturas
que se alcanzan durante todo el proceso, constituyen variables de regulacién de gran
importancia en su control en lo que se refiere a las caracteristicas del aceite obtenido. Se ha
evidenciado que un aumento en la temperatura favorece la disolucién de los compuestos
fendlicos de la pasta en el aceite, mientras que un aumento en el tiempo de batido implica una
disminuciéon del contenido de polifenoles independientemente de la temperatura de batido,
debido probablemente a la intervencién de la fenoloxidasa que cataliza la oxidacién de los
fenoles a quinonas y después a polimeros (Solinas y col., 1978; Jiménez y col., 1995).
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En la fase de separacion sélido-liquido hay que tener en cuenta que el sistema de centrifugacién
necesita adicion de agua a la pasta de la oliva para facilitar la separacion del aceite de las otras
fases, mientras que los sistemas de presion y de percolacidon no necesitan esa adicion de agua.
Esto determina diferencias en algunas caracteristicas del aceite de oliva, como el contenido en
polifenoles totales y pigmentos clorofilicos (di Giovacchino 1996). El contenido de polifenoles
totales es superior en los aceites obtenidos con los sistemas de presién y de percolaciéon que en
los extraidos con el sistema de centrifugacion. El agua utilizada para diluir la pasta en la
centrifuga disminuye la concentracién de las sustancias fendlicas de la fase acuosa por dilucién,
y segun la ley del equilibrio entre fases, provoca asimismo la disminucién de la concentracién
de dichas sustancias en la fase oleosa inmiscible. Las diferencias observadas en el contenido de
pigmentos clorofilicos deben atribuirse al uso de trituradores metdlicos en la molturacién de las
olivas cuando se ha efectuado la extraccion del aceite con sistemas de centrifugacion.

Los aceites de percolaciéon o primera extraccion, se caracterizan por niveles superiores de
polifenoles totales, tocoferoles y componentes volatiles, y niveles inferiores de clorofilas,
feofitinas, esteroles y alcoholes alifaticos y terpénicos. El mayor contenido de pigmentos en los
aceites de segunda extraccion es probablemente debida a la adicién de agua a la pasta, que por
medio de la accién mecdnica podria favorecer el contacto de la fase oleosa con los tejidos
superficiales del fruto, donde la mayoria de los pigmentos estdn localizados (Ranalli y col.,
1999).

El aceite obtenido por el sistema de 2 fases, en relacion con el de 3 fases, presenta un mayor
contenido de polifenoles, tocoferoles, frans-hexenal y compuestos aromaticos y un menor
contenido de pigmentos (Ranalli y Angerosa, 1996; Motilva y col., 1998). La mayor cantidad de
agua que se adiciona a la pasta favorece que los compuestos fendlicos, de naturaleza
hidrosoluble, pasen a la fase acuosa y se pierdan en los alpechines.
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El objetivo global del trabajo se ha centrado en la evaluacion del efecto de dos estrategias de
riego (riego deficitario controlado y riego lineal) aplicadas a olivos (Olea europaea L.) de la
variedad Arbequina sobre la calidad y composicion del aceite de oliva virgen.

Los objetivos especificos para cada una de las estrategias se han concretado en:
3.1- Estrategia de riego deficitario controlado.

El objetivo del ensayo de riego deficitario controlado se ha centrado en el estudio del efecto de
diferentes reducciones de la cantidad de agua aplicada durante la época estival a olivos (Olea
europaea L.) de la variedad Arbequina sobre la calidad y composicion del aceite, siendo los
objetivos especificos los siguientes:

3.1.1- Analizar el efecto de las diferentes estrategias de riego deficitario controlado
sobre la calidad y la composicién del aceite a lo largo del periodo de maduracién
del fruto y en el momento de la campaiia oleicola correspondiente al afio 1996.

3.1.2- Confirmar el efecto del riego deficitario controlado sobre los pardmetros de
calidad y la composicion quimica de los aceites en tres campafias consecutivas.

3.1.3- A la vista de que la aplicacion de estrategias de riego deficitario controlado
afectaba principalmente al contenido de polifenoles y a las propiedades del aceite
relacionadas con el mismo, en la dltima campaia oleicola se planted el objetivo
de estudiar la evolucién del contenido de polifenoles totales en la oliva durante y
después de la aplicaciéon de las estrategias de riego, y en relaciéon con los
tratamientos de riego aplicados al olivo.

A la vista de los resultados obtenidos, se pretende establecer la estrategia de reduccion de agua
de riego al olivo durante la época estival mas adecuada para optimizar la produccion sin afectar
a la calidad del aceite.

3.2- Estrategia de riego lineal.

El objetivo del ensayo de riego lineal se ha centrado en el estudio del efecto de la aplicacién de
dosis crecientes de agua de riego, al variar los niveles del coeficiente de cultivo K. en el cdlculo
de la evapotranspiracion del cultivo, a olivos jovenes (Olea europaea L.) de la variedad
Arbequina sobre la calidad y composicién del aceite, siendo los objetivos especificos los
siguientes:

3.2.1- Evaluar el efecto de la aplicacion, durante todo el afio, de cantidades crecientes de
agua al olivo, en funcién de diferentes valores del coeficiente de cultivo K., sobre
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los pardmetros de calidad y la composiciéon quimica de los aceites en dos
campaiias oleicolas consecutivas.

3.2.2- Caracterizar la fraccion fendlica del aceite de oliva virgen de la variedad
Arbequina cultivada en la zona de produccién oleicola de Lleida, y estudiar el
efecto del riego lineal sobre el perfil fendlico.

3.2.3- Determinar la influencia de aplicaciones crecientes de agua de riego al olivo
sobre la actividad del enzima fenilalanina amonio liasa (PAL, EC 4.3.1.5),
implicado en la sintesis de compuestos fendlicos, y el contenido de polifenoles
totales del fruto a lo largo del periodo de maduracion.

A la vista de los resultados obtenidos, se pretende establecer el nivel de riego mds adecuado, en
funcién del coeficiente de cultivo (K.), para optimizar la produccién de drboles jovenes de la
variedad Arbequina, sin afectar a la calidad del aceite.

3.3- Relaciones de interdependencia entre los componentes del aceite.

Se pretende estudiar, en cada una de las experiencias de riego, la existencia de
relaciones de interdependencia entre los componentes del aceite analizados.
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El plan de trabajo que se ha seguido a la hora de llevar a cabo la labor de investigacién ha sido
el siguiente:

» Revision bibliogrdfica.

Se ha realizado una busqueda y recopilacion de la literatura existente en relacion con el aceite
de oliva virgen. Principalmente se ha llevado a cabo una revisién sobre:

- la composicién quimica del aceite de oliva y la repercusién de los factores
agrondmicos, como el riego, sobre la misma; haciendo especial hincapié en la
fraccién fendlica

- importancia de los diferentes constituyentes del aceite en la calidad del mismo

- la composiciéon quimica de la oliva

- factores que afectan al metabolismo de los compuestos fendlicos en las plantas.

» Seleccion de las variables a determinar y puesta a punto de los métodos analiticos.

Se han determinado los pardmetros cldsicos de calidad del aceite (grado de acidez, indice de
perdxidos y absorbancia en el UV) y parametros mds especificos relacionados con el color y la
estabilidad del aceite como son el perfil de dcidos grasos, los pigmentos fotosintéticos, las
coordenadas instrumentales de color, los compuestos fendlicos (polifenoles totales y perfil
cromatografico), el o-tocoferol y la estabilidad frente a la oxidacién. También se ha
determinado el indice de amargor y se ha realizado la evaluacién sensorial de los aceites. En el
fruto se ha determinado el contenido de polifenoles totales y la actividad del enzima PAL.

» Obtencion de las muestras y realizacion de las determinaciones analiticas.

» Andlisis de los datos experimentales y discusion de los resultados.

Se han analizado los datos obtenidos mediante distintas técnicas estadisticas que permitan
establecer o no diferencias entre tratamientos de riego y entre épocas de muestreo. Se han
aplicado también técnicas de andlisis multivariante para establecer relaciones entre los diversos
pardmetros analizados y la estabilidad del aceite. Se ha realizado un andlisis de los resultados
para establecer las conclusiones de la investigacion.

» Redaccion de la memoria de tesis.

El dltimo paso ha consistido en elaborar el documento de la tesis doctoral.
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Con el objetivo de facilitar un mejor seguimiento de los objetivos planteados en el presente
documento, se muestra a continuacion un esquema general de las tomas de muestras y del
trabajo experimental realizado.

4.1.- EXPERIENCIA DE RIEGO DEFICITARIO CONTROLADO

4.1.1.- Efecto del riego deficitario controlado sobre la composicion del aceite durante el
periodo de maduracion del fruto (Afio 1996).

4.1.2.- Efecto del riego deficitario controlado sobre la composicion del aceite en campaiias
oleicolas consecutivas (1996-1998).

4.1.3.- Influencia del riego deficitario controlado sobre la acumulacién de compuestos
fendlicos en el fruto durante su crecimiento y maduracion (Ao 1998).

1996 1998
Muestreo de frutos Muestreo de frutos )
durante la maduracién durante y después de la
aplicacion de
estrategias de riego

- Obtencion del aceite IN
— -
N Analisis de los «

Analisis de calidad y polifenoles totales de

composicion 1997 la pulpa

4.1.2
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4.2.- EXPERIENCIA DE RIEGO LINEAL

4.2.1.- Efecto del riego lineal sobre la composicion del aceite en campanas oleicolas

consecutivas (1998-1999).

4.2.2.- Efecto del riego lineal sobre la acumulacion de compuestos fendlicos y la actividad
del enzima PAL en el fruto durante su maduracion (Ao 1999).

1998

1999

Muestreo de frutos durante la
maduracion

.

Anadlisis de polifenoles totales y
actividad PAL de la pulpa

Ty

4.2.1
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El disefio de las diferentes estrategias de riego deficitario controlado y de riego lineal, asi como
su aplicacién y el control de las parcelas experimentales se ha llevado a cabo por personal del
Area de Tecnologia Fruticola del centro UdL-IRTA. Para mds informacién de la que a
continuaciéon se expondrd, se puede consultar la tesis doctoral de Alegre (2001) para el
dispositivo experimental de riego deficitario controlado y la de Luna (2000) para el dispositivo
experimental de riego lineal.

5.1.- DISPOSITIVO EXPERIMENTAL DE RIEGO DEFICITARIO
CONTROLADO

5.1.1.- LOCALIZACION DE LA PARCELA

El ensayo se ha realizado en una plantacién comercial de olivos de la variedad Arbequina en el
término municipal de Bovera, comarca de Les Garrigues, provincia de Lleida (latitud N 41°19°,
longitud E 00°36’) a una altura de unos 360 m sobre el nivel del mar (Figura 5).

/

{ wmEOVERA

'k,_ﬁ/

Figura 5.- Mapa de localizacion de la parcela experimental de Bovera en Cataluia.
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5.1.2.- CARACTERIZACION CLIMATICA

La clasificaciéon climdtica segin Papadakis es mediterrdneo-continental, con otofios y
primaveras lluviosos y veranos y inviernos secos o de baja pluviometria. La ET, y pluviometria
medias de la zona son entorno a 950 mm y 400 mm respectivamente (Tabla 6). Se observaron
diferencias entre afios, siendo 1996 y 1997 mds lluviosos que la media histérica, mientras que
1998 fue un afio especialmente seco. El verano de 1997 fue atipicamente lluvioso, con 163 mm
de pluviometria bien distribuida de junio a agosto. No existieron diferencias importantes en los
valores de temperatura ni entre los afios del ensayo ni respecto a la media histdrica.

Tabla 6.- Temperaturas, evapotranspiracion y pluviometria durante el periodo
1996-1998. Datos procedentes de la estacién agroclimatica de La Granadella

Lleida).
Ano Media
1996 1997 1998 1992-1998

T (°C) 13.6 14.5 13.9 13.8
Tmax abs (°C) 37.2 35.5 373 39.2
T min abs (°C) -3.6 -3.6 -2.6 -6.6
P (mm) 553 523 343 406
ET, (mm) 974 990 934 953

5.1.3.- MATERIAL VEGETAL

La experiencia se llevé a cabo en una plantacion comercial de olivos (Olea europaea L.) de la
variedad Arbequina de unos 90 afios de edad, con un marco de plantacién de 9.75 x 9.75 m.

5.1.4.- TRATAMIENTOS DE RIEGO

La programacién de riego se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Doorenbos y Pruitt
(1977) usando una simplificacion del método del balance hidrico. Para el calculo de la
evapotranspiracion del cultivo se utiliz6 la férmula:

ET.=ET) x K¢ x K;

Siendo,

ET.: Evapotranspiracion del cultivo.

ETy: Evapotranspiracién de referencia calculada a partir de la férmula de Penman modificada,
con los datos de la estaciéon climdtica de La Granadella situada a 5 Km de la parcela
experimental.

K.: Coeficiente de cultivo con un valor constante de 0.7 a lo largo del afio (adaptado de los
resultados de Goldhamer y col., 1994).
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K;: Coeficiente de reduccion por superficie sombreada con un valor constante de 0.4 (adaptado
de Fereres y col., 1981).

La estrategia de riego se ha basado en la reduccién de agua durante el periodo de
endurecimiento del hueso, que coincide con el periodo de mdxima demanda evaporativa del
cultivo. Se aplicaron 4 tratamientos de riego, un tratamiento control y 3 tratamientos
correspondientes a estrategias de riego deficitario controlado, que se definen de la siguiente
manera:

hueso y finales de septiembre se aplica un 75% de la dosis aplicada al tratamiento control.
Durante el resto del ciclo vegetativo los arboles se riegan igual que los del tratamiento
control.
hueso y finales de septiembre se aplica un 50% de la dosis aplicada al tratamiento control.
Durante el resto del ciclo vegetativo los drboles se riegan igual que los del tratamiento
control.
hueso y finales de septiembre se aplica un 25% de la dosis aplicada al tratamiento control.
Durante el resto del ciclo vegetativo los drboles se riegan igual que los del tratamiento
control.

En la tabla 7 se detalla el periodo de aplicacién del riego deficitario controlado para los
diferentes afos.

Tabla 7.- Fechas correspondientes al inicio y
final del periodo de RDC durante los tres afios

del ensayo.
Afo Periodo de RDC
1996 5/7al7/9
1997 17/7 a 5/10
1998 15/7 a 28/9
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El volumen de agua aplicado se detalla en la tabla 8.

Tabla 8.- Cantidades de agua de riego aplicadas en la parcela
experimental de Bovera.

Agua total aplicada (mm)
Tratamientos
Aino Control RDC-75 RDC-50 RDC-25
1996 108 85 66 60
1997 153 106 90 71
1998 151 125 108 90

Fuente: Alegre, 2001

El disefio experimental es de bloques completos al azar con 5 repeticiones, con un modelo
desequilibrado, que comprende entre 2 y 4 arboles por parcela (Figura 6).

5.1.5- TOMA DE MUESTRAS

5.1.5.1.-Muestreo de frutos durante la maduracion en el aiio 1996.

De acuerdo con lo indicado en el apartado 4.1.1 del Plan de trabajo, para estudiar la evolucién
de la composicion quimica del aceite durante la maduracion del fruto en funcién del tratamiento
de riego deficitario aplicado se realizaron una serie de muestreos periddicos en el afio 1996 tal y

como se indica a continuacion:

Los muestreos se realizaron en las siguientes fechas:

1* muestreo 18/10/96
2° muestreo 30/10/96
3% muestreo 6/11/96
4° muestreo 25/11/96

En cada muestreo se selecciond una muestra representativa por parcela elemental en 3 de los 5
bloques de que consta el experimento, resultando un total de tres muestras por cada tratamiento
de riego. Los bloques muestreados fueron el 1, 3 y 5. Los frutos se colocaron en bolsas de
plastico convenientemente identificadas que se transportaron en nevera portatil al laboratorio,
donde se realizaron determinaciones relacionadas con el fruto (indice de madurez y humedad).
Posteriormente se extrajo el aceite en la planta piloto del Departamento de Tecnologia de
Alimentos de la ETSEA.
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Figura 6.- Croquis de la parcela experimental de Bovera.
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5.1.5.2.- Muestreo de frutos en cosecha.

Tal y como se indica en el apartado 4.1.2 del Plan de trabajo se realizaron muestreos de frutos
en las campanas oleicolas 1996, 1997 y 1998. La cosecha de la finca en cada campaia se realiz
manualmente por personal del drea de Tecnologia Fruticola del centro UdL-IRTA por peinado
del arbol.

Los periodos de cosecha fueron los siguientes:

Afio Periodo de cosecha
1996 25/ 11 a3/12
1997 9/12 a22/12
1998 10/12 a 18/12

Del conjunto de frutos recolectados en cosecha se tomé una muestra de entre 2.1 y 2.5 kg por
arbol que fue transportada a la planta piloto del Departamento de Tecnologia de Alimentos en la
ETSEA y conservadas en cdmara frigorifica a 5° C, hasta la extraccién del aceite con el sistema
Abencor, sin que transcurriesen mas de 24 horas entre la recoleccion y el procesado.

En 1996, para la obtenciéon de aceite, se tomaron dos muestras representativas por parcela
elemental en cada uno de los 5 bloques o repeticiones, con un total de 10 muestras por
tratamiento de riego. En los afos 1997 y 1998, las muestras para la obtencién de aceite
corresponden a cada uno de los arboles de las parcelas elementales que forman parte del disefio
experimental, lo que supuso un total de 73 muestras (16 del tratamiento control, 19 del
tratamiento RDC-75, 16 del tratamiento RDC-50 y 15 del tratamiento RDC-25).

Para la realizacion del andlisis sensorial de los aceites de la campafia 1998, se enviaron 4
muestras de 1 litro, una por tratamiento de riego, en botellas de vidrio de color d&mbar
rellendndose el espacio de cabeza con N, para evitar fendmenos de oxidacién, al Panel Oficial
de Cata de aceite de oliva virgen de Catalufia, dependiente del Departamento de Agricultura,
Ganaderia y Pesca de la Generalitat de Cataluia.

5.1.5.3.-Muestreo de frutos durante la maduracion en el afio 1998.

De acuerdo con lo sefialado en el apartado 4.1.3 del Plan de trabajo, para el estudio de la
influencia del riego deficitario controlado sobre el contenido de polifenoles totales de la pulpa
de la oliva, se tomaron periddicamente muestras de olivas de un drbol representativo de cada
parcela elemental. Por lo tanto, de cada tratamiento se analizaron cinco muestras,
correspondientes a cada uno de los bloques de que consta el disefio experimental.
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Los muestreos se realizaron en las siguientes fechas:

1¥ muestreo 4/9/98
2° muestreo 28/9/98
3% muestreo 20/10/98
4° muestreo 18/11/98

La muestra consistié en 100 frutos por drbol, tomados a la altura del operador y alrededor de
todo el arbol. Los frutos muestreados se colocaron en bolsas de pldstico selladas y
convenientemente identificadas que se transportaron en nevera portatil al laboratorio, donde se
realizaron las pertinentes determinaciones.

5.2.- DISPOSITIVO EXPERIMENTAL DE RIEGO LINEAL
5.2.1.- LOCALIZACION DE LA PARCELA.
El ensayo se ha realizado en una plantaciéon comercial de olivos de la variedad Arbequina en el

término municipal de Serds, comarca del Segria, provincia de Lleida (latitud N 41°26°, longitud
E 00°24°) a una altura de unos 103 m sobre el nivel del mar (Figura 7).

Figura 7.- Mapa de localizacién de la parcela experimental de Seros en Cataluiia.
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5.2.2.- CARACTERIZACION CLIMATICA

La clasificaciéon climdtica segin Papadakis es mediterrdneo-continental, con otofios y
primaveras lluviosos y veranos y inviernos secos o de baja pluviometria. La ET, y pluviometria
medias de la zona son entorno a 1000 mm y 400 mm respectivamente (Tabla 9). Se observaron
diferencias entre afios, siendo 1998 el menos lluvioso ya que durante los meses de verano y
otofio los valores acumulados no fueron significativos. No existieron diferencias importantes en
los valores de temperatura ni entre los afios del ensayo ni respecto a la media histérica.

Tabla 9.- Temperaturas, evapotranspiraciéon y pluviometria
durante el periodo 1998-1999. Datos procedentes de la estacion
agroclimdtica de Raimat (Lleida).

Ao Media
1998 1999 1990-1999
T (°C) 13.6 13.6 13.6
Tmax abs (°C) 36.6 34.6 38.8
T min abs (°C) -6.0 -8.1 -8.1
P (mm) 316 424 400
ET, (mm) 1218 1073 1179

5.2.3.- MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron olivos (Olea europaea L.) de la variedad Arbequina. La plantacién comercial se
realizé en 1994 con un marco de plantacién de 6 x 4 m.

5.2.4.- TRATAMIENTOS DE RIEGO

Con el fin de determinar la funcién de produccién de olivos jévenes de la variedad Arbequina
en la zona de ensayo se plantearon 7 tratamientos basados en una variacién lineal de los valores
del coeficiente de cultivo (K.,).

La programacién de riego se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Doorenbos y Pruitt
(1977) usando una simplificaciéon del método del balance hidrico. Para el cdlculo de la
evapotranspiracién del cultivo se utilizé la férmula:

ET.=ET) x K. x K,

Siendo,
ET.: Evapotranspiracion del cultivo
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ETy: Evapotranspiracion de referencia calculada a partir de la férmula de Penman modificada,
con los datos de la estacién climdtica de Raimat
K.: Coeficiente de cultivo que en esta experiencia de riego define los tratamientos

Tratamiento T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
K. 0.25 0.38 0.50 0.57 0.64 0.71 0.85

K,: Coeficiente de reduccién por superficie sombreada variable debido al desarrollo del arbol.
Los valores de este pardmetro se encuentran detallados en la tabla 10

Tabla 10.- Coeficientes de reducciéon aplicados durante los dos afios de
ensayo de la experiencia de riego lineal.

Tratamientos
Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7
1998 K 0.31 034 033 0.33 0.37 040  0.38
1999 ' 0.35 036 036 040 042 044 0.40

Fuente: Luna, 2000
El volumen de agua aplicada se detalla en la tabla 11.
Tabla 11.- Cantidades de agua de riego aplicadas

durante los dos afos de ensayo de la experiencia de
riego lineal.

Agua total aplicada (mm)

Ao Tratamientos

T1T T2 T3 T4 T5 T6 T7
1998 44 80 110 125 138 178 207
1999 46 84 117 146 171 219 259
Fuente: Luna, 2000

El disefio experimental es un strip-plot con 5 repeticiones, sin embargo no se ha tenido en
cuenta la repeticion II en la elaboracion del presente documento de tesis debido a la existencia
en la parcela de una ligera pendiente que provocaba una cierta acumulacién de agua en dicha
repeticion, afectando a la programacion de riego.. Cada parcela elemental consisti6 en 7 arboles,
los dos extremos servian de guarda y los 5 centrales de observacién base (Figura 8).
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5.2.5.- MUESTREO DE FRUTOS

5.2.5.1.- Muestreo de frutos en cosecha.

Tal y como se indica en el apartado 4.2.1 del Plan de trabajo se realizaron muestreos de frutos
en las campaiias oleicolas 1998 y 1999. La cosecha de la finca en cada campafia se realizd
manualmente por personal del drea de Tecnologia Fruticola del centro UdL-IRTA por peinado

del arbol.

Los periodos de cosecha fueron los siguientes:

Ao Periodo de cosecha
1998 13/ 11 a20/11
1999 20/11 a27/11

Del conjunto de frutos recolectados en cosecha se tomé una muestra de entre 2.1 y 2.5 kg por
arbol que fue transportada a la planta piloto del edifico de Tecnologia de Alimentos en la
ETSEA y conservadas en cdmara frigorifica a 5 °C, hasta la extraccion del aceite, sin que
transcurriesen mas de 24 horas entre la recoleccién y el procesado.

En el afio 1998 se hizo un muestreo por parcela elemental. Para ello se tomaron 2 muestras
representativas por parcela elemental y bloque, lo que supone un total de 8 muestras por
tratamiento de riego. En 1999 se hizo un muestreo por drbol, seleccionando los 3 darboles
centrales de cada una de las parcelas elementales que forman parte del diseiio experimental, es
decir, 3 drboles por parcela elemental y por 4 bloques muestreados (12 muestras por tratamiento
de riego).

Se realiz6 el andlisis cromatografico de los compuestos fendlicos del aceite de la campafia 1999
de 2 de las 3 muestras disponibles por parcela elemental.

Para la realizacion del andlisis sensorial, en la campaia 1999, se enviaron 7 muestras de 1 litro,
una por tratamiento de riego, en botellas de color &mbar rellendndose el espacio de cabeza con
N, para evitar fenémenos de oxidacién, al Panel Oficial de Cata de aceite de oliva virgen de
Catalufia, dependiente del Departamento de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Generalitat de
Catalufia.

5.2.5.2.- Muestreo de frutos durante la maduracion.

De acuerdo con lo expuesto en el apartado 4.2.2 del Plan de trabajo, para el estudio de la
influencia del riego lineal sobre el contenido de polifenoles totales y la actividad enzimadtica de
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la pulpa durante el periodo de maduracién del fruto se tomaron periddicamente, en 1999,
muestras de olivas de un drbol representativo de cada parcela elemental.

La muestra consistié en 40 frutos por arbol, tomados a la altura del operador y alrededor de todo
el arbol. Los frutos muestreados se colocaron en bolsas de plastico selladas y convenientemente
identificadas que se transportaron en nevera portatil al laboratorio, donde se realizaron las
pertinentes determinaciones. La determinacion de la actividad del enzima PAL en la pulpa de
las olivas se realiz6 en las muestras correspondientes a los bloques II, IV y V, lo que supuso un
total de 3 muestras por tratamiento.

Los muestreos se realizaron en las siguientes fechas:

1% muestreo 30/9/99
2° muestreo 14/10/99
3% muestreo 4/11/99
4° muestreo 22/11/99

5.3.- METODOS ANALITICOS

5.3.1.- ACEITE
5.3.1.1.- Obtencion del aceite y calculo del rendimiento

El aceite obtenido a partir de las muestras de olivas procedentes de las fincas sometidas a las
diferentes estrategias de riego ha sido elaborado en la planta piloto de la ETSEA de Lleida
mediante un analizador de rendimiento Abencor (MC2 Ingenierias y Sistemas, Sevilla, Espafia).
Este método reproduce, a escala de planta piloto, el proceso industrial de obtencién del aceite de
oliva.

Las olivas se trituran mediante un molino de martillos accionado por un motor de 2 CV a 3000
rpm. De la pasta resultante, una vez homogeneizada, se toman dos muestras de unos 700 g que
son procesadas independientemente. Una vez pesadas pasan a la fase de batido en una
termobatidora a 25 °C durante 20 minutos. Transcurrido el tiempo se afiaden 300 mL de agua
caliente y se contintia el batido 10 minutos mds. Posteriormente, la totalidad de la pasta batida
se vierte dentro de la centrifuga vertical de tipo cesta que gira a 3500 rpm y se acciona durante 1
minuto. Se recoge el mosto oleoso, por el orificio inferior de salida de liquidos, en una probeta
de plastico graduada. Se adicionan 100 mL de agua caliente en la centrifuga efectudndose una
segunda centrifugacion durante otro minuto. Se recoge el mosto en la misma probeta.
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Después de un minimo de 15 minutos de reposo se efectda la lectura del volumen de aceite y se
refiere al peso inicial de la pasta de olivas de acuerdo con la ecuacioén:

Vxd
R=
P

x 100

Siendo,

R: Rendimiento de aceite en peso fresco (%)

V: Volumen de aceite obtenido (mL)

d: Densidad del aceite considerando una temperatura de 20 °C (0.915 g mL™")

El aceite se recupera mediante una bomba peristaltica (DINKO d-21 FT) y tras ser filtrado se
guarda en botellas de cristal de color &mbar en condiciones Optimas para realizar posteriormente
los analisis correspondientes.

5.3.1.2.- Humedad de la pasta de olivas

Se ha realizado mediante el procedimiento de secado en estufa. En una cdpsula previamente
tarada se pesan 10 g de la pasta de oliva en una balanza analitica (Mettler AJ150) y se
mantienen en estufa a 105 °C hasta peso constante.

La humedad de la pasta se calcula de la forma siguiente:

Ph - Ps
H=—"—

Pm x 100

Siendo,

H: Humedad de la pasta (%)

Ph: Peso inicial de la cdpsula con la muestra (g)

Ps: Peso final de la cdpsula con la muestra desecada (g)
Pm: Peso de la muestra (g)

5.3.1.3.-Materia grasa de la pasta de olivas

Partiendo de la muestra de pasta de olivas desecada se procede a la determinacién del contenido
de grasa segin la metodologia Soxhlet. El fundamento de este procedimiento se basa en poner
en contacto la materia desecada con un disolvente orgdnico en caliente que produce la
disolucién de la grasa. Después de la extraccion de la grasa se elimina el disolvente, quedando
en el recipiente la grasa extraida de la muestra.
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El equipo utilizado es un extractor recuperador de disolventes para la determinacién de grasas y
aceites en alimentos y otras materias de 6 plazas (Selecta 4000842 DET GRAS). El disolvente
utilizado es éter de petréleo y la temperatura del calefactor 130 °C.

El contenido en materia grasa en base seca se calcula de la siguiente manera:

Pg
G=—x100

Pm
Siendo,

G: Materia grasa en base seca (%)
Pg: Peso de la grasa (g)
Pm: Peso de la muestra desecada (g)

5.3.1.4.- Grado de acidez

El grado de acidez determina la cantidad de dcidos grasos libres presentes en un aceite y se
expresa en porcentaje de 4cido oleico. El procedimiento consiste en disolver la muestra de
aceite en una mezcla de éter etilico y etanol (1:1 v/v) previamente neutralizada y valorar con
potasa alcohdlica 0.1 N hasta el viraje del indicador fenolftaleina. El peso de la muestra se toma
en funcién del grado de acidez previsto, 20 g si se prevé un grado de acidez inferior a 1 y 10 si
el grado de acidez estd comprendido entre 1 y 4 (Reg CEE 2568/91 Anejo II).

La acidez se calcula como:

_VXCXM
~ 10xP

Siendo,
A: Grado de acidez expresado en % de 4cido oleico
V: Volumen de la solucién de potasa alcohdlica consumida en la valoracién (mL)
C: Concentracién exacta de la solucion de potasa alcohdlica (N)
M: Peso molecular del 4cido en que se expresa el resultado (Acido oleico 282.27)
P: Peso de la muestra de aceite (g)

5.3.1.5.- Indice de peréxidos
El indice de peréxidos valora el estado de oxidacidon inicial de un aceite y hace referencia a la

cantidad (expresada como miliequivalentes de oxigeno activo por kg de grasa) de
hidroperdxidos en la muestra que ocasionan la oxidacién del yoduro potdsico en las condiciones
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de trabajo descritas en el Reglamento CEE 2568/91 Anejo II. El yodo liberado se valora con
solucidn valorada de tiosulfato sddico.

En un matraz con cierre esmerilado se pesan 2 g de aceite y se disuelven en 25 mL de una
solucion de cloroformo:acido acético (10:15 v/v) y se afiade 1 mL de una solucién saturada de
yoduro potdsico. Se cierra el matraz, se agita 1 minuto y se mantiene en la oscuridad 5 minutos.
Transcurrido este tiempo se afiaden 75 mL de agua destilada y se valora el yodo liberado con
una disolucion de tiosulfato sédico 0.01 N. Simultdneamente se realiza una prueba en blanco
para comprobar el estado de los reactivos.

El indice de perdxidos se calcula mediante la férmula siguiente:

_(V-Vo)x Nx 100
a P

IP

Siendo,

IP: Indice de peréxidos expresado en miliequivalentes de oxigeno activo por kg de aceite
V: Volumen de la solucién de tiosulfato s6dico empleado en el ensayo (mL)

Vo: Volumen de la solucién de tiosulfato sédico empleado en una prueba en blanco (mL)
N: Normalidad de la solucién de tiosulfato sédico

P: Peso de la muestra de aceite (g)

5.3.1.6.- Absorbancia en el UV (Kj7)

La prueba espectrofotométrica en el UV proporciona una indicacion del estado de conservaciéon
de un aceite y de las modificaciones inducidas por los procesos tecnolégicos. La determinacion
de la absorbancia a 270 nm permite detectar la presencia de compuestos de la oxidacién
secundaria del aceite. El valor de esta absorbancia se expresa en extincion especifica, extincion
de una solucién de la materia grasa al 1% en el disolvente determinado, en cubeta de 1 cm de
espesor.

El procedimiento consiste en pesar 0.25 g de aceite en un matraz aforado de 25 mL. Se enrasa
con ciclohexano y se homogeneiza. Se lee la absorbancia de la solucién resultante a 270 nm
frente a ciclohexano (Reg CEE 2568/91 Anejo IX).

Se expresa la extincién especifica a 270 nm como:

E270
CxE

Koo =
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Siendo,

E»70: Extincién medida a 270 nm

C: concentracién de la disolucién (g/100 mL)
E: Espesor de la cubeta (cm)

5.3.1.7.- Perfil de acidos grasos

El método se basa en la determinacion de los ésteres metilicos de los dcidos grasos del aceite de
oliva mediante cromatografia de gases.

Preparacion de los ésteres metilicos: La preparacion de los ésteres metilicos se ha llevado a
cabo de acuerdo con el Reglamento CEE 2568/91 Anejo XB, procedimiento b (con metilato
sodico en tubo cerrado). En un tubo de vidrio se introducen 0.4 g de aceite, se afaden 2 mL de
metilato sédico al 1.5 % y se cierra el tubo a la llama. Se mantiene el tubo al bafio maria durante
2 horas a una temperatura entre 85 y 90 °C agitdndolo de vez en cuando. La esterificacién se
habra conseguido cuando se vuelva transparente el contenido del tubo tras la sedimentacién de
la glicerina y de los residuos de los reactivos. Se enfria a temperatura ambiente y se mantiene en
refrigeracion hasta el momento de la inyeccién (20 pL).

Andlisis de los ésteres metilicos: Se ha determinado la composicidn cualitativa y cuantitativa de
la mezcla de ésteres metilicos de dcidos grasos, obtenidos por el procedimiento anterior, por
cromatografia de gases, segin el método descrito en el Reg CEE 2568/91 Anejo XA. Su
identificacioén se ha realizado por comparaciéon de los tiempos de retencién con una solucién
patrén de los ésteres metilicos de los dcidos grasos puros. Se han determinado los ésteres
metilicos de los 4cidos palmitico, palmitoleico, estedrico, oleico, linoleico y linolénico

Se ha utilizado un cromatégrafo de la firma Hewlett Packard (HP 5890, Series 1) equipado con
un detector de ionizacién de llama y conectado a un integrador provisto del programa HP 3365
ChemStation. Se ha utilizado una columna capilar de silice SP-2330 de 30 m de longitud, 0.25
mm de didmetro interno y 0.20 wm de espesor de fase (Supelco, USA).

Las condiciones cromatograficas han sido las siguientes:

Temperatura de la columna: 190 °C

Temperatura del inyector y el detector: 220 °C

Gas portador: Helio (1 mL min™")

Gas auxiliar: Nitrégeno (30 mL min™)

El tiempo total del andlisis cromatogréfico ha sido de 20 minutos.

Para su cuantificacién se utiliza el método de normalizacién interna, es decir, se parte del
principio de que todos los componentes de la muestra estdn representados en el cromatograma,
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de manera que el total de las dreas debajo de los picos representa el 100 % de los constituyentes.
Se calcula el porcentaje de un 4dcido dado mediante la determinacién del porcentaje que
representa el drea de su pico en relacion con la suma de las areas de todos los picos.

5.3.1.8.- Pigmentos fotosintéticos

La valoracién global del contenido en pigmentos clorofilicos y carotenoides se ha realizado
siguiendo el método propuesto por Minguez y col., (1991). El método consiste en determinar la
absorbancia de una disolucién de aceite de oliva a la longitud de onda de médxima absorcién del
componente mayoritario de la fraccién clorofilica y carotenoide, es decir, la feofitina a y la
luteina respectivamente.

El procedimiento consiste en disolver 7.5 g de aceite en ciclohexano, enrasando a 25 mL. Una
vez homogeneizada la disolucidén se leen las absorbancias a 670 nm, para la determinacion de
los pigmentos clorofilicos, y a 472 nm para los pigmentos carotenoides. El espectrofotémetro es
un Cecil 1000 Series.

La concentracién de pigmentos clorofilicos y carotenoides, en mg de pigmento por kg de aceite,
se calcula a partir de la expresion:

_Exv
T Eox P

Siendo,
C: Concentracién de pigmento en la muestra en mg kg™ de aceite
€: Absorbancia leida a 670 nm para los pigmentos clorofilicos y a 472 nm para los pigmentos
carotenoides
gy: Coeficiente de extincidn especifica del pigmento
€& (feofitina a): 613
€y (luteina): 2000
P: Peso de la muestra (g)
V: Volumen de la disolucién de pigmentos (25 mL)

5.3.1.9.- Coordenadas instrumentales de color

Para la determinacion del color se ha trabajado en el espacio cromético CIELAB, definido en
1974 por la “Commission de I’Eclairage”. Se han obtenido las coordenadad L*, a* y b*
deducidas a partir de los valores triestimulo X, Y, Z. La luminosidad viene representada por L*
y la cromaticidad por los valores de a* y b* que corresponden respectivamente al paso de
verde(-) a rojo(+) y de azul(-) a amarillo(+).
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Se han determinado las coordenadas con un espectrofotémetro Macbeth Color-Eye 3000 dotado
de la base informadtica Optiview versiéon 1.1. Se realizan lecturas de transmitancia con un
iluminante C (luz equivalente a un dia cubierto de nubes blancas) y un dngulo de observacion de
10°.

5.3.1.10.- a-Tocoferol

El contenido de o-tocoferol de los aceites se ha determinado mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC). El cromatégrafo es de la firma Waters (Waters, USA) con un sistema
de gradientes Waters 600 acoplado a un detector de fotodiodos PDA (Waters 996) y a una

unidad de control con el programa Millenium®?,

Se realiza una inyeccion directa de una solucién de aceite en hexano (1.5 g de la muestra de
aceite enrasados a 10 mL con hexano). El volumen de inyeccion es 20 puL. Se ha utilizado una
columna Supelcosil LC-NH; (Supelco, USA) de 25 cm de largo, 0.46 cm de didmetro interno y
5 um de tamafio de particula. El flujo es de 1 mL min™ y las fases méviles son hexano y acetato
de etilo (70:30). La deteccion se realiza a 295 nm. El tiempo total del andlisis cromatogréfico es
de 12 minutos.

La cuantificacién se ha realizado mediante patron externo y los resultados se expresan en mg de
a-tocoferol por kg de aceite. Se ha comprobado la linealidad de la respuesta mediante el ajuste a
una recta de los resultados del andlisis de a-tocoferol (Sigma, USA) en seis muestras de patrén
de concentracién conocida.

5.3.1.11.- Polifenoles totales

La determinacién de los polifenoles totales se ha realizado de acuerdo con el método descrito
por Vazquez y col., (1973) introduciendo como modificacion la utilizacién del reactivo Folin-
Ciocalteau en vez de Folin-Denis. El procedimiento consta de dos partes, una extraccion de los
polifenoles del aceite de oliva y su posterior determinacién colorimétrica.

Obtencion del extracto de polifenoles: Se disuelven 10 g de la muestra de aceite en 50 mL de
hexano y se extraen con un volumen de 3 x 10 mL de una solucién de metanol:agua (60:40) en
un embudo de decantacién que se mantiene en agitacién 2 minutos en un agitador orbital
(Selecta, Rotabit). Se deja reposar para separar por decantacion la fase hidroalcohdlica que se
recoge directamente en un matraz aforado de 50 mL que se enrasa con agua destilada.
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Determinacion colorimétrica de los polifenoles: El reactivo de Folin-Ciocalteau estd constituido
por una mezcla de &4cidos fosfomolibdicos y fosfowolfrdmicos que son reducidos por los
polifenoles en medio bésico generando un mezcla de 6xidos azules de molibdeno y wolframio
cuya intensidad es proporcional a la cantidad de polifenoles presentes.

El procedimiento es el siguiente: en un matraz aforado de 50 mL se adicionan 35 mL de agua
destilada, 5 mL de extracto de polifenoles y 2.5 mL del reactivo Folin-Ciocalteau. Se agita para
homogeneizar y tras 3 minutos se afiaden 5 mL de una solucién saturada de carbonato sédico.
Se lleva el volumen a 50 mL con agua destilada, se mezcla todo bien y tras 1 hora de reposo se
mide la absorbancia a 725 nm de una alicuota filtrada en una cubeta de 1 cm de paso. Como
blanco se utiliza una solucién preparada de la misma manera pero sin adicionar el extracto de
polifenoles.

Para su cuantificacién se realiza un curva patrén, procediendo de igual forma que en el analisis
pero sustituyendo el extracto de polifenoles por disoluciones de dcido cafeico de concentracién
conocida. Las concentraciones de las disoluciones han estado comprendidas entre 30-450 pg de
acido cafeico por 50 mL de disolucién. Los resultados se expresan como mg de acido cafeico
por kg de aceite.

5.3.1.12.- Estabilidad frente a la oxidacion

La estabilidad frente a la oxidacién proporciona una buena estimacién de la susceptibilidad del
aceite a la degeneracion autoxidativa, que conduce fundamentalmente a su enranciamiento. Se
ha utilizado el equipo Rancimat E-617 (Metrohm, Suiza) basado en el método desarrollado por
Hadorn y Ziircher (1975), para obtener las medidas de estabilidad dindmica. El método analitico
consiste en someter la muestra, 2.5 £ 0.1 g de aceite pesados en el tubo de reaccién, a una
oxidacién forzada mediante una corriente de aire seco y filtrado a 20 L h™ y a una temperatura
de 120 °C. Pasado un tiempo de induccion se desprenden componentes de degradacion voldtiles,
mayoritariamente dcido férmico (de Mann y col., 1987) que son retenidos en los vasos de
medida conteniendo agua destilada y que se registran automdticamente mediante lecturas de la
conductividad en funcién del tiempo. Se determina el punto final mediante el tiempo de
induccién que es el tiempo necesario para llegar al punto de inflexion de la grafica que
representa la conductividad en funcién del tiempo y queda definido como el punto de
interseccion de las tangentes a las dos ramas de la grafica. El resultado se expresa en horas.

5.3.1.13.- Indice de amargor (Kjs)
La determinacién del indice de amargor se ha llevado a cabo siguiendo el método analitico

desarrollado por Gutiérrez y col., (1992b) para evaluar la intensidad del atributo amargo del
aceite de oliva.
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El método se basa en la medida de la absorbancia de los constituyentes amargos del aceite
extraidos con metanol:agua. El procedimiento de extraccion de los componentes amargos
consiste en hacer pasar una muestra de 1.0 £ 0.01 g de aceite disuelto en hexano a través de una
columna de octadecilo de 6 mL de capacidad (Waters, USA), previa activaciéon con metanol (6
mL) y lavado con hexano (6 mL). Después de la elucién se pasan 10 mL de hexano para
eliminar totalmente la grasa y finalmente los compuestos retenidos son eluidos con
metanol:agua (1:1) hasta 25 mL en un matraz aforado. Se mide la absorbancia del extracto a 225
nm frente a metanol:agua (1:1) en una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso. Los resultados se
expresan como la absorbancia de 1 g de aceite en 100 mL.

5.3.1.14.- Determinacion de compuestos fenélicos por HPLC

El procedimiento consta de dos fases, una extraccién de los compuestos fendlicos del aceite de
oliva y un anélisis de los mismos mediante cromatografia liquida.

Extraccion de los compuestos fendlicos: Los compuestos fendlicos se han extraido del aceite de
oliva siguiendo el procedimiento descrito por Montedoro y col., (1992b). Se afiaden 20 mL de
metanol:agua (80:20 v/v) a 45 g de la muestra de aceite y se homogeneiza 2 minutos con un
homogeneizador (Polytron, Kinematica AG). Se separan las dos fases por centrifugacién a 3000
rpm 10 minutos (ALC 4218). Se repite una vez mds este proceso. Los extractos hidroalcohdlicos
se combinan y se concentran a vacio a una temperatura inferior a 35 °C hasta alcanzar una
consistencia de jarabe.

Se procede a la purificacion del extracto afadiendo 5 mL de acetonitrilo y lavandolo 3 veces
con 20 mL de hexano. Las fases apolares también se recogen y se purifican con 5 mL de
acetonitrilo. Las soluciones resultantes de acetonitrilo se evaporan a vacio quedando un residuo
que se disuelve en 1 mL de metanol. Antes de proceder a su inyeccion en el cromatdgrafo se
filtra el extracto a través de un filtro de jeringa de nylon de 0.45 pm y 25 mm de didmetro.

Andlisis de los compuestos fenolicos por HPLC: El sistema cromatografico esta provisto de un
procesador Millenium® y consta de un inyector automdtico (Waters 717), un sistema de
gradientes (Waters 600), un médulo calefactor y un detector de fotodiodos (Waters 996). Se ha
utilizado una columna Spherisorb ODS-2 (5 pum, 25 cm x 4.6 mm).

El anélisis cromatografico se ha llevado a cabo segtin lo descrito por Brenes y col., (1999) con
un ajuste en el gradiente de elucion para mejorar la resolucién de los picos. Los eluentes son
0.2% 4cido acético (fase A) y metanol (fase B), y el flujo 1 mL min™. El gradiente de elucién se
muestra a continuacion:
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Tiempo (min) Fase A (%) Fase B (%)

0 90 10
10 70 30
25 70 30
35 60 40
40 60 40
45 50 50
50 40 60
55 30 70
60 0 100
75 90 10

Los cromatogramas se procesan a 280 nm. La cuantificacion se ha realizado mediante patrén
externo a partir de las curvas de calibrado de cada uno de los patrones.

Compuestos de referencia: El tirosol y el dcido p-cumadrico se han obtenido de Extrasynthese
Co. (Genay, Francia). El 4cido vainillico y la vainillina de Fluka Co. (Buchs, Suiza). El
hidroxitirosol ha sido proporcionado por el profesor Montedoro (Universidad de Perugia, Italia).
El resto de los compuestos fendlicos se han obtenido mediante recoleccién de fracciones en una
columna semipreparativa Spherisorb ODS-2 (5 um, 25 cm x 10 mm) y un flujo de 4 mL min™.
Las fases méviles y el gradiente de elucion son los mismos que los descritos anteriormente para
el andlisis cromatografico.

Por espectrometria de masas se ha verificado la identidad de los compuestos fendlicos obtenidos
a partir de las fracciones purificadas. Se han realizado los espectros de masas en un modelo
micromass ZMD (Waters). Los pardmetros operativos especificos para la espectrometria de
masas por electrospray son los siguientes:

Voltaje capilar: 2.5 KV

Voltaje del cono: 10 V

Voltaje del extractor: 5 V
Temperatura de desolvatacion: 400 °C
Temperatura de la fuente: 120 °C
Temperatura de la fuente: 120 °C

5.3.1.15.- Analisis sensorial
El método clasifica el aceite de oliva en una escala numérica, relacionada con la percepcién de

los estimulos de su flavor, segin el juicio de un grupo de catadores seleccionados constituidos
en panel. La evaluacion sensorial ha sido llevada a cabo por el Panel Oficial de Cata de aceite
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de oliva virgen de Catalufia de acuerdo con los métodos de andlisis oficiales de la Comunidad
Europea (Reg CEE 2568/91 Anejo XII y posteriores modificaciones).

En primer lugar el catador huele y cata la muestra y valora la intensidad de los atributos tanto
positivos como negativos, sobre una escala de intervalo estructurada de 6 puntos (Intensidad de
la percepcion: 0 Ausencia total, 5 Extrema) reflejandose en la hoja de valoracién de la calidad
del aceite donde estdn incluidas algunas de las percepciones sensoriales mas caracteristicas que
suelen encontrarse con mayor frecuencia en los aceites de oliva y que describen su flavor
(Atributos positivos: frutado, manzana, otras frutas maduras, verde, amargo, picante, dulce;
Atributos negativos: agrio, avinado, avinagrado, acido, basto, metdlico, moho, borras, atrojado,
rancio). En el caso de que se perciban otros estimulos que no se correspondan con los
calificativos enumerados deberdn ser anotados como “otros” empleando el calificativo/s que lo
describa/n con mayor propiedad.

En segundo lugar, se establece una escala de 9 puntos (1 Calidad pésima, 9 Excepcional) para
dar una puntuacién unica, conjunta, de las caracteristicas del aceite. Esta puntuacién debe ser
consecuente con las virtudes y defectos encontrados en el aceite.

Para determinar la puntuacién global de la muestra el jefe del panel tabulard las puntuaciones de
todo el grupo y calculard la media aritmética y el error tipico de la media. De acuerdo con la
valoracion global obtenida, los aceites se clasifican en Extra > 6.5, Virgen > 5.5, Corriente >
3.5, Lampante < 3.5. El perfil de la muestra se obtiene calculando los valores medios de las
intensidades de los distintos atributos. Proporciona una informacién importante para distinguir
rasgos caracteristicos de los distintos aceites.

Si el valor de la intensidad media de amargor y/o picante es superior a 2.5, al aceite se le dard la
clasificacién correspondiente y se hard constar que es especialmente amargo y/o picante.

5.3.2.-OLIVAS

5.3.2.1- Indice de madurez

Para la determinacion del indice de madurez se toman 100 frutos de cada muestra segin la
metodologia descrita por la estacién de Olivicultura y Elaiotecnia de Jaén (Hermoso y col.,

1991).

Se evalia, de forma independiente por dos personas, la pigmentacién del epicarpo y del
mesocarpo de la oliva mediante una escala basada en 7 niveles de pigmentacion.
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Niveles de pigmentacion | Color del epicarpo/mesocarpo
0 Epicarpo verde intenso
1 Epicarpo verde-amarillento
2 Epicarpo con manchas rojizas en menos de la mitad del fruto
3 Epicarpo con manchas rojizas por todo el fruto
4 Epicarpo negro sin color en el mesocarpo
5 Epicarpo negro con color en el mesocarpo sin llegar a la mitad
6 Epicarpo negro con color en el mesocarpo sin llegar al hueso
7 Epicarpo negro y mesocarpo morado hasta el hueso

El Indice de madurez se obtiene a partir de la siguiente férmula:

_AXO+BX1 +Cx2+Dx3+Ex4+Fx5+Gx6+ Hx7

IM

Siendo,

100

A: Namero de frutos de nivel de pigmentacién 0
B: Numero de frutos de nivel de pigmentacién 1
C: Numero de frutos de nivel de pigmentacién 2
D: Niimero de frutos de nivel de pigmentacion 3
E: Numero de frutos de nivel de pigmentacién 4
F: Numero de frutos de nivel de pigmentacién 5
G: Namero de frutos de nivel de pigmentacion 6
H: Nimero de frutos de nivel de pigmentacion 7

5.3.2.2.- Humedad de la pulpa

Se ha realizado mediante el procedimiento de secado en estufa. En una cdpsula previamente
tarada se pesan 3.0 = 0.5 g de la pulpa de oliva en una balanza analitica (Mettler AJ150) y se
mantienen en estufa a 105 °C hasta peso constante.

La humedad de la pulpa se calcula de la forma siguiente:

Ph - Ps
H=—"—"—
Pm

x 100

Siendo,

H: Humedad de la pulpa (%)
Ph: Peso inicial de la cdpsula con la muestra (g)
Ps: Peso final de la cdpsula con la muestra desecada (g)

Pm: Peso de la muestra (g)



Material y métodos 65

5.3.2.3.- Materia grasa de la pulpa

Se procede a la determinacidn del contenido de grasa siguiendo el mismo procedimiento que el
descrito en el punto 5.3.1.3.

5.3.2.4.- Polifenoles totales de la pulpa

El procedimiento para determinar el contenido en polifenoles de la pulpa consta de dos fases,
una extraccion de los polifenoles de la pulpa de la oliva y su posterior determinacién
colorimétrica.

Obtencion del extracto de polifenoles: La extraccién de los polifenoles se ha llevado a cabo de
acuerdo con la adaptacién del método propuesto por Fantozzi y Montedoro (1978) descrito por
Chimi y Atouati (1994). El procedimiento es el siguiente: se adicionan 40 mL de hexanoa 1 g
de pulpa triturada, y se agita durante 4 minutos. La fase superior se desecha y se repite dos
veces la extraccion de la fase inferior para eliminar pigmentos y grasa. La extraccion de los
polifenoles se lleva a cabo a partir de la pulpa desengrasada con 2 x 80 mL de metanol:agua
(80:20) conteniendo 400 ppm de metabisulfito sédico. Se homogeneiza la mezcla durante 30
segundos con un homogeneizador (Polytron, Kinematica AG) y se centrifuga 5 minutos a 3000
rpm (ALC 4218). Se retinen las fases hidrometandlicas, se enrasan a 250 mL con agua destilada
y se filtran.

Determinacion colorimétrica de los polifenoles: Se procede de igual manera que en el apartado
5.3.1.11 con pequeias variaciones: el volumen de extracto adicionado es de 2 mL; las
concentraciones de las disoluciones de 4cido cafeico para crear la curva patrén estdn
comprendidas entre 30-400 pg por 50 mL de disolucién. El contenido en polifenoles se expresa
como g de dcido cafeico por kg de peso seco de pulpa de oliva.

5.3.2.5.- Actividad enzimatica del enzima fenilalanina amonio liasa (PAL, EC 4.3.1.5)

El enzima PAL cataliza la desaminacién reductora de la L-fenilalanina dando lugar a la
formacion de 4cido trans-cindmico, por lo tanto para determinar su actividad se cuantifica la
produccién de dcido cindmico del extracto de enzima problema a partir de una concentracién
conocida de sustrato. La actividad enzimdtica PAL se expresa en pumol de 4cido cindmico
liberado por gramo de materia seca de pulpa de oliva por hora.

Previo a la determinacion de la actividad del enzima PAL hay una fase de preparaciéon del
extracto enzimatico (se realiza por duplicado). La oliva es congelada con nitrégeno liquido antes
de ser triturada su pulpa y utilizada para el anélisis bioquimico. El procedimiento es el siguiente:
1 g del triturado congelado es homogeneizado 30 segundos en 25 mL de tampén muy frio de
fosfato potasico 0.05 M (pH 6.6) conteniendo 0.2 g de Triton X-100 con un homogeneizador
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(Polytron, Kinematica AG). Se afiade a la suspension 25 mg de polivinilpirrolidona (PVPP) y se
centrigufa a 4 °C, 15 minutos y 13000 rpm (Beckman, Avanti' " J-25). El sobrenadante se filtra
a través de lana de vidrio y se utiliza como fuente de enzima crudo. Durante todo el andlisis la
muestra permanece a temperatura inferior a 4 °C.

La actividad del enzima PAL se determina de acuerdo con una adaptacion del método de Zucker
(1965) descrito por McCallum y Walker (1990). La solucién para el ensayo enzimdtico
(realizado por triplicado) consiste en una mezcla de 4.1 mL de tampén borato sédico 0.06 M
(pH 8.8) y 0.4 mL de enzima crudo. La reaccién es iniciada por la adicién de 1 mL de L-
fenilalanina (10 mg mL™). Los tubos de reaccién son incubados a 37 °C 1 hora. La reaccién se
detiene por la adiciéon de 0.5 mL de é&cido trifluoroacético 35% (p/p). Los tubos son
centrifugados 5 minutos a 5000g para permitir la sedimentacion de las proteinas
desnaturalizadas. Se realiza la medida de la absorbancia a 290 nm del sobrenadante en una
cubeta de cuarzo de 1 cm de paso frente a un blanco que ha sido preparado de la misma manera
pero sin adicién de fenilalanina, para compensar los incrementos en la absorbancia en ausencia
de sustrato afadido.

Para cuantificar el 4cido cindmico formado en la reaccién se realiza una curva patrén
procediendo de igual forma que en el andlisis pero sustituyendo el extracto crudo por
disoluciones de dcido cindmico de concentracion conocida, comprendidas entre 30-700
nanomoles de dcido cindmico.

5.4.- ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de las determinaciones analiticas se han procesado con el programa SAS version
6.12 (SAS Institute Inc., Cary, USA). El andlisis estadistico de los datos correspondientes a la
experiencia de riego deficitario controlado se ha realizado mediante el andlisis de varianza
segin el procedimiento GLM. La separacion de medias se ha realizado, generalmente, segtin el
test Lsmeans por tratarse de un modelo desequilibrado. En la experiencia de riego lineal, por ser
cuantitativo el factor a analizar, K., se ha realizado el andlisis estadistico mediante regresion
segtn el procedimiento REG. Cuando el factor a analizar era la época de muestreo se realiz6 un
andlisis de varianza segin el procedimiento GLM.

En ambas experiencias de riego, la obtencién del modelo que establece una relacién entre la
estabilidad oxidativa de los aceites y su composicién quimica, se ha realizado mediante andlisis
de regresion multiple paso a paso.
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6.1.- RIEGO DEFICITARIO CONTROLADO

6.1.1.- EFECTO DEL RIEGO DEFICITARIO CONTROLADO SOBRE LA
COMPOSICION DEL ACEITE DURANTE EL PERIODO DE MADURACION
DEL FRUTO

En el presente apartado se exponen los resultados del efecto de la aplicacién del RDC a olivos
de la variedad Arbequina sobre la composiciéon quimica de los aceites obtenidos durante el
periodo de maduracion del fruto en la campafia correspondiente al afio 1996, asi como la
humedad y el indice de madurez de las olivas. El periodo de muestreo estd comprendido entre el
18 de octubre y el momento de cosecha, que tiene su inicio el 27 de noviembre.

6.1.1.1.- Indice de madurez, humedad y materia grasa de la oliva

En la tabla 12 se muestran los valores del indice de madurez, humedad y materia grasa de los
frutos muestreados durante el periodo de maduracién y en cosecha.

La variacion de color del fruto ha sido adoptada como indice del estado de maduracién. Segin
la escala utilizada (Hermoso y col., 1991) los primeros estados se controlan mediante la
coloracion del epicarpo, mientras que a partir del estado 5 ya se produce la coloracion del
mesocarpo. Como se observa en la tabla 12, en el momento de la cosecha las olivas ni siquiera
habian alcanzado el estado 3, correspondiente a olivas con manchas rojizas por todo el fruto sin
que la coloracién sea totalmente negra. Este estado de madurez en cosecha es muy frecuente en
la comarca de Les Garrigues. Los otofios son generalmente frios y en muchas ocasiones
aparecen nieblas que permanecen muchas horas del dia, quedando limitadas las horas de
exposicion al sol. Por ello, la sintesis de antocianos es muy lenta y la piel sélo se colorea
parcialmente. Ademds, en el cultivar Arbequina se observa una madurez muy escalonada,
pudiendo encontrar al mismo tiempo en un arbol frutos de estados de madurez entre 1 y 4. El
estudio de la evolucion de la maduraciéon ha mostrado que inicialmente las olivas del
tratamiento RDC-25 presentan un estado de madurez mds avanzado que los demds tratamientos,
aunque esta diferencia es solo significativa con respecto al tratamiento control en los dos
primeros muestreos. En cosecha, aunque el estado de madurez sea ligeramente superior en el
tratamiento RDC-25, las diferencias no son significativas.

En relacion con el porcentaje de humedad de la oliva, en todos los muestreos se observan
valores superiores en el tratamiento control, y esta diferencia se mantiene hasta el momento de
cosecha. Para cada tratamiento de riego se observa una disminucién en el contenido de humedad
conforme el fruto madura, y de forma mads acusada a partir del mes de noviembre.
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Tabla 12.- Indice de madurez, contenido de humedad (%) y de materia grasa (% en
base seca) de las olivas de la variedad Arbequina en relacion con el tratamiento de
riego aplicado a los olivos en las diferentes fechas de muestreo."”

Fecha de muestreo Tratamiento Indice de madurez Humedad % Materia grasa (%)
e

Control 141° 52.81% 43.76
b

18/10/96 RDC-75 1.47% 49.82 41.26
b

RDC-50 1.75 %€ 49.31 44.12

RDC-25 2.09° 48.01° 4591

Control 1.90° 52.17° 50.04
b

30/10/96 RDC-75 1.90° 47.97 48.12
b

RDC-50 2.26° 48.97 47.85

RDC-25 2.48° 4720° 4536

Control 1.97 48.96 52.12

06/11/96 RDC-75 2.36 47.15 49.42

RDC-50 2.48 48.01 50.09

RDC-25 2.43 46.99 52.20

Control 2.34 47.45"° 53.42
b

Cosecha RDC-75 2.49 44.79 51.12
b

RDC-50 2.62 45.14 52.86

RDC-25 2.91 44.66° 5451

®Valores en una misma columna con diferente letra difieren significativamente (p<0.05) en
relacion con el tratamiento de riego, para cada fecha de muestreo independientemente.

El contenido de grasa de las olivas, expresado en base seca, se ha incrementado al avanzar la
maduracién de los frutos sin que se haya visto significativamente afectada por los diferentes
tratamientos de riego deficitarios aplicados al olivo (Tabla 12). La velocidad de acumulacion
del aceite en la oliva al inicio del periodo de maduracién (octubre), ha sido superior en el
tratamiento control, RDC-75 y RDC-50 que en el tratamiento RDC-25. Sin embargo, en el



Resultados y Discusion 69

momento de la cosecha no se han encontrado diferencias en el contenido de grasa entre
tratamientos. El retraso en la acumulacion de aceite en el tratamiento RDC-25 podria ser
consecuencia del estrés hidrico de los arboles al final del periodo de verano, durante el que se
han aplicado las reducciones en el aporte de agua de riego a los olivos. Este tema esté tratado
con mayor amplitud en Alegre (2001). Similares observaciones han sido reportadas por Lavee y
Wodner (1991) en condiciones de no-irrigacién.

6.1.1.2.- Perfil de acidos grasos del aceite

En la tabla 13 se muestra el perfil de dcidos grasos, expresado como porcentaje referido a los
dcidos palmitico, palmitoleico, estedrico, oleico y linoleico, de los aceites obtenidos a partir de
las olivas muestreadas a lo largo del periodo de maduracién del fruto y en el momento de
cosecha.

Tabla 13.- Perfil de acidos grasos, expresado en %, del aceite de la variedad Arbequina en
relacién con la fecha de muestreo y con el tratamiento de riego aplicado a los olivos.”

Fecha de Tratamiento Palmitico Palmitoleico Estedrico Oleico Linoleico
muestreo Cis:0 Ci6.1 Cis.0 Cis.1 Cis:
Control 14.25 1.40 1.79 72.75 8.83
18/10/96  RpC-75 14.00 1.30 1.79 73.08 8.91
RDC-50 14.02 1.27 1.86 72.96 8.99
RDC-25 13.90 1.20 2.00 72.86 8.99
Control 14.29 1.72 1.40 71.06 9.30
RDC-75 14.40 1.57 1.46 71.03 9.38
30/10/96 RDC-50 14.15 1.67 1.52 70.45 10.05
RDC-25 14.40 1.47 1.61 70.60 9.78
Control 13.59 1.31 1.76 73.23 9.46
RDC-75 13.62 1.20 1.69 73.16 9.50
06/11/96 RDC-50 14.42 1.11 1.57 72.72 9.38
RDC-25 13.75 1.21 1.66 72.46 9.68
Control 15.11 1.59 1.56 72.58 9.17
Cosecha RDC-75 15.51 1.72 1.37 71.73 9.68
RDC-50 15.20 1.58 1.65 72.08 9.50
RDC-25 15.24 1.52 1.56 72.24 9.45

“No se han encontrado diferencias significativas para el nivel de significacién 0.05 con relacién al
tratamiento de riego, para cada fecha de muestreo independientemente.



70 Capitulo 6

La reduccién en el aporte de agua de riego a los olivos durante el periodo de tiempo
comprendido entre principios de julio y mediados de septiembre, que coincide con el periodo de
endurecimiento del hueso en el fruto y con el posterior crecimiento del mesocarpo debido al
aumento de tamafo de las células, a la sintesis activa de lipidos y a su acumulacion, no ha
afectado al perfil de dcidos grasos del aceite, ya que no se han encontrado diferencias
significativas entre tratamientos de riego en ninguno de los muestreos realizados, ni tan siquiera
en el primer muestreo después del periodo de riego deficitario, cuando todos los tratamientos
reciben el 100% de las necesidades hidricas del cultivo. Por lo tanto, se puede afirmar que la
disponibilidad hidrica de los frutos no ha afectado a la composicién de acidos grasos de los
aceites obtenidos a partir de ellos.

La evolucion de los dcidos grasos con la maduracién de la oliva evidencia un ligero aumento del
porcentaje de dcido linoleico (Tabla 13) en todos los tratamientos a partir del segundo muestreo
(30/10/96). Los productos del complejo enzimdtico dcido graso sintetasa son cadenas saturadas
de 16 y 18 4dtomos de carbono, sin embargo, el estearato no se acumula, sino que el principal
producto en la sintesis “de novo” de los dcidos grasos es el 4cido oleico. Mientras continda la
biosintesis de lipidos a lo largo de la maduracién, el enzima oleato desaturasa estaria activo,
transformando acido oleico en linoleico, siendo el resultado neto un contenido practicamente
constante de 4cido oleico y un aumento del linoleico. En lineas generales el perfil de acidos
grasos de los aceites analizados se mantiene en un estrecho margen a lo largo del periodo
muestreado, debido probablemente a que las olivas han llegado al momento de cosecha con
indices de madurez no superiores a 3. Si las olivas se recolectaran en avanzados estados de
maduracién quizds se podria observar una tendencia en la evoluciéon de los diferentes
porcentajes de dcidos grasos. Las olivas de la variedad Arbequina en la zona de Les Garrigues
no se recogen en estados de maduracién avanzado, en parte por su maduracion escalonada y
sobre todo por el elevado riesgo de heladas en los meses de noviembre y diciembre, lo que
justifica que la campafia empiece incluso antes del 1 de noviembre y a mediados de diciembre
esté recolectada mds del 80% de la produccion.
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6.1.1.3.- Contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides del aceite

Los pigmentos clorofilicos y carotenoides son los responsables del color del aceite de oliva
virgen, un importante atributo de calidad que influye sobre la preferencia y aceptacién por parte
del consumidor. Ademads, los pigmentos carotenoides poseen propiedades bioldgicas, ya que
actian como antioxidantes, y propiedades nutritivas, como precursores de la vitamina A (-
caroteno).

Los valores medios del contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides de los aceites de la
variedad Arbequina obtenidos durante el periodo de maduracién del fruto y en campaia, se
presentan en la tabla 14.

Las principales diferencias en el contenido de pigmentos fotosintéticos de los aceites
correspondientes a los diferentes tratamientos de riego se observan en el primer muestreo,
realizado tras haber finalizado el periodo de reduccién en la aplicacién de agua a los olivos. Los
aceites del tratamiento control muestran la menor concentracién de pigmentos clorofilicos y
carotenoides, éstos aumentan con la reduccién en el aporte de riego al cultivo. Los aceites de los
tratamientos mas deficitarios muestran un mayor contenido que los aceites del tratamiento
control.
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Tabla 14.- Contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides,
expresados como mg de feofitina a y mg de luteina kg de aceite,
respectivamente, del aceite de la variedad Arbequina en relacién
con el tratamiento de riego aplicado a los olivos, en las diferentes
fechas de muestreo.””

Fecha de . Pigmentos  Pigmentos
Tratamiento . .
muestreo clorofilicos carotenoides
e ———————————————————
Control 8.54" 8.38"
18/10/96 . .
RDC-75 11.82 10.36
RDC-50 15.95 ¢ 12.38 ¢
RDC-25 17.93 € 13.37°
Control 8.48 7.93
30/10/96 RDC-75 7.61 6.97
RDC-50 7.90 6.95
RDC-25 7.34 7.04
Control 8.56 7.19
06/11/96 RDC-75 7.57 6.18
RDC-50 7.84 6.44
RDC-25 7.17 6.40
Control 8.28 8.23
Cosecha RDC-75 7.33 7.20
RDC-50 6.62 7.07
RDC-25 6.29 6.97

“Valores en una misma columna con diferente letra difieren
significativamente (p<0.05) con relacién al tratamiento de riego, para
cada fecha de muestreo independientemente.

Con el transcurso del tiempo, el contenido de pigmentos fotosintéticos del aceite del tratamiento
control permanece relativamente constante, mientras que en los tratamientos de riego deficitario
se aprecia un descenso, particularmente marcado en los primeros estadios de maduracion,
presentando todos los aceites un contenido similar de pigmentos en el momento de la cosecha.
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En el segundo (30/10/96) y tercer muestreo (6/11/96), asi como en cosecha, no existen
diferencias significativas entre tratamientos de riego, aunque los aceites del tratamiento control
muestran valores ligeramente superiores.

No se puede atribuir el menor contenido de pigmentos de los aceites del tratamiento control en
la primera fecha de muestreo a una maduraciéon mas avanzada, ya que tal como se muestra en la
tabla 12, las olivas del tratamiento mas deficitario, RDC-25, son las que presentan un indice de
madurez superior.

Se observa una evolucién del contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides en funcidn de
la fecha de muestreo, con una disminucién significativa entre el primer y el segundo muestreo,
que corresponderia a la transicion entre una mayoria de frutos con la piel verde amarillenta (IM
1-2) y frutos en los que ya se hace patente la aparicién de manchas violiceas que indican el
inicio de envero (IM 2-3) (Tabla 12).

La tendencia en la disminucién de pigmentos en el aceite parece seguir un comportamiento
similar al observado por Roca y Minguez (2001) en diversas variedades espafiolas, quienes
asumen que el patrén de cambio de los pigmentos clorofilicos consta de tres etapas: el primer
cambio importante en la desaparicidon de estos pigmentos tiene lugar cuando se inicia la sintesis
de antocianinas y aparecen las manchas rojizas en la piel de las olivas, el siguiente cambio
tendria lugar cuando las olivas presentan una coloracién morada en toda su superficie y el
ultimo cuando esta coloracién es negra. En los aceites del presente ensayo de riego no se
observan marcados descensos del contenido de pigmentos clorofilicos posteriores al observado
en el segundo muestreo, debido a que las olivas no alcanzan avanzados estados de madurez, no
llegando a presentar una coloracién morada en toda su superficie (IM 4). Con relacién a la
evolucién de los pigmentos carotenoides en las olivas de la variedad Arbequina, Roca y
Minguez (2001) también observaron un descenso en su concentraciéon con el inicio de la
maduracién del fruto, aunque menos pronunciado que en el caso de los pigmentos clorofilicos.

Algunos de los resultados obtenidos son de dificil interpretacién. Parece constatarse que la
humedad de la pasta es junto con la maduracién un pardmetro que afecta al contenido de
pigmentos del aceite. No obstante, los datos disponibles no permiten establecer conclusiones,
siendo un tema de interés para futuras investigaciones.

6.1.1.4.- Coordenadas instrumentales de color

Se han determinado los valores de las coordenadas cromdticas L*, a* y b* del espacio CIELAB
para evaluar el efecto del riego sobre el color del aceite y su evolucién con la maduracién de la
oliva (Tabla 15).

Cualquier color se sitia en un espacio tridimensional. La coordenada L* representa la
luminosidad y puede tener valores incluidos en el intervalo que va de 0 (negro) a 100 (blanco),
mientras que las coordenadas a* y b* sitdan al color en un plano perpendicular al eje L*. En el
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eje horizontal, valores positivos de a* indican tonalidad roja y valores negativos, verde. En el
eje vertical, valores positivos de b* indican tonalidad amarilla y negativos, tonalidad azul.

Tabla 15.- Coordenadas cromdticas L*, a*, b* del aceite de la variedad
Arbequina en relacion con el tratamiento de riego aplicado a los olivos,
para cada fecha de muestreo.””

Fechade Tratamiento Coordenadas cromdticas
L* a* b*
Control 87.8 3.32 102.8*
18/10/96 b
RDC-75 84.9 -2.36 109.7
RDC-50 87.9 234 111.4°
RDC-25 85.9 -2.69 1142°
Control 904 -5.45 90.1
30/10/96 RDC-75 88.8 -5.31 88.6
RDC-50 87.7 -4.19 88.1
RDC-25 87.0 -4.37 86.7
Control 84.6 -5.03 87.7
06/11/96 RDC-75 86.1 -5.84 86.5
RDC-50 87.7 -5.09 88.5
RDC-25 87.1 -5.24 84.7
Control 86.2 -6.13 92.3
Cosecha RDC-75 86.3 -5.10 94.4
RDC-50 88.0 -5.40 89.5
RDC-25 85.2 -4.79 91.7

®Valores en wuna misma columna con diferente letra difieren
significativamente (p<0.05) con relacién al tratamiento de riego, para cada
fecha de muestreo independientemente.

Tal y como se observa en la tabla, los valores de L* no muestran diferencias significativas entre
tratamientos y permanecen practicamente constantes a lo largo de todo el periodo muestreado.
Se podria esperar un aumento de luminosidad en el segundo muestreo debido a la disminucién
observada en la concentracion de pigmentos clorofilicos y carotenoides implicando una pérdida
de intensidad de color, sin embargo, no ha tenido lugar.
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Las diferencias en los valores de la coordenada a* entre tratamientos de riego no han resultado
ser significativamente diferentes en ningiin momento del periodo muestreado. Con la evolucién
en el tiempo se observa una tendencia de la coordenada a* a presentar valores mds negativos.
Esta tendencia es contraria a la observada por Minguez y col. (1991) en aceites de otras
variedades espafiolas diferentes a la Arbequina, sin embargo, concuerda con el trabajo de
Motilva y col. (1998) en aceites de la variedad Arbequina de la DOP Les Garrigues. Aunque la
coordenada a* se haya desplazado hacia tonalidades verdes al avanzar la maduracion, el rango
es pequeilo como para tener una implicacién importante en el color final del aceite.

Respecto a la coordenada b*, los aceites del tratamiento control muestran en el primer muestreo
valores inferiores a los aceites de los tratamientos de riego deficitario, observdndose un
comportamiento similar al seguido por los pigmentos clorofilicos y carotenoides. Un menor
contenido de pigmentos en el aceite ha supuesto un menor valor de la coordenada b*. En las
siguientes fechas de muestreo no se observan diferencias en el valor de b* entre tratamientos de
riego, al igual que no se observaron diferencias en el contenido de pigmentos del aceite. Los
valores de la coordenada cromadtica b* han mostrado una disminucién en el segundo muestreo,
manteniéndose después dentro de un rango de valores delimitado y no muy amplio. Esta
disminucién coincide en el tiempo con la reduccién de la concentracién de pigmentos
fotosintéticos del aceite.

En el momento de la cosecha no se observan diferencias en el color, basado en las coordenadas
L*, a* y b*, entre los aceites correspondientes a los diferentes tratamientos de riego. El color de
todos los aceites obtenidos en esta experiencia se sitia en la zona de color amarillo desplazado
ligeramente hacia el color verde.

6.1.1.5.- Polifenoles y estabilidad oxidativa

La fraccién polar del aceite de oliva virgen, obtenida por extraccion con metanol/agua, contiene
compuestos fendlicos que se caracterizan convencionalmente como polifenoles. Las
propiedades antioxidantes y el consiguiente valor biolégico del aceite de oliva pueden atribuirse
en gran medida a estos compuestos. Asimismo, tienen gran influencia en las caracteristicas
sensoriales de los aceites.

El contenido de polifenoles totales y la estabilidad oxidativa de los aceites procedentes de los
arboles sometidos a la estrategia de riego se muestran en la tabla 16. Los aceites
correspondientes a los tratamientos de riego mds deficitario muestran un mayor contenido de
polifenoles totales y una mayor estabilidad oxidativa que los aceites de los tratamientos control,
RDC-75 y RDC-50 a lo largo de todo el periodo de maduracién. Las mayores diferencias se
observan en el primer muestreo, realizado aproximadamente un mes después de la finalizacién
de la reduccién en el aporte de agua de riego. El mayor contenido de compuestos fendlicos en
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los aceites del tratamiento RDC-25 podria ser consecuencia de un aumento en la sintesis de
estos compuestos en la oliva, causado por el mayor estrés hidrico al que han sido sometidos los
arboles de este tratamiento de riego. La mayoria de los compuestos fendlicos se sintetizan a
partir de la fenilalanina mediante la accién del enzima PAL (E.C. 4.3.1.5) y la formacién del
dcido trans-cindmico que es posteriormente modificado dando lugar a diversos derivados
fendlicos. El enzima PAL es clave en la sintesis de los compuestos fendlicos, por lo que la
influencia del estrés hidrico sobre la sintesis de los mismos podria actuar a través de un efecto
sobre este enzima. Algunos autores (Patumi y col., 1999) han observado que la actividad del
enzima PAL en olivas procedentes de arboles no regados es significativamente superior a la
determinada en olivas de arboles irrigados.

Estas diferencias observadas en el contenido final de polifenoles en el aceite también se podrian
atribuir al proceso de extraccién. Tal y como se ha observado en el apartado 6.1.1.1., el
contenido de agua de la oliva aumenta ligeramente al aumentar la cantidad de agua aplicada al
olivo, de manera mds acusada en el periodo posterior a la aplicacién de los tratamientos de
riego. Esto podria dar lugar a un mayor arrastre de compuesto hidrosolubles con el alpechin
durante el proceso de extraccion del aceite, lo que explicaria el menor contenido de polifenoles
en los aceites procedentes de los drboles méas regados.

Tabla 16.- Contenido de polifenoles totales (mg de 4cido
cafeico kg'1 de aceite) y estabilidad (horas) del aceite de la
variedad Arbequina en relacién con el tratamiento de riego
aplicado a los olivos, en las diferentes fechas de muestreo.”

Fecha de Tratamiento  Polifenoles Estabilidad
muestreo
——————
Control 357.4° 179%
18/10/96 ) .
RDC-75 378.5 18.7
RDC-50 428.4° 19.0°
RDC-25 555.1° 21.6°
Control 397.8 % 17.7°
a b
30/10/96 RDC-75 362.3 . 20.1 .
RDC-50 4445 21.9
RDC-25 4692 ° 22.1°¢




Resultados y Discusion 77

Control 385.7"° 214"

06/11/96 RDC-75 411.9° 20.1"°
RDC-50 411.0° 19.5°

RDC-25 471.1° 232"

Control 340.1° 224"

RDC-75 369.6 21.1°

Cosecha RDC-50 366.0 217
RDC-25 4523° 24.7°

“Valores en una misma columna con diferente letra difieren

significativamente (p<0.05) con relacién al tratamiento de riego, para

cada fecha de muestreo independientemente.
En relacion con la estabilidad oxidativa de los aceites, no se han observado grandes cambios a
lo largo del periodo muestreado, aunque los aceites de cosecha muestran valores ligeramente
superiores. Una posible explicacion para este aumento seria que en el momento de cosecha, el
contenido de pigmentos clorofilicos es significativamente inferior que en los muestreos
anteriores. Estos pigmentos son fotosensibilizadores, pueden capturar y concentrar la energia
luminosa que se puede transmitir al oxigeno presente, convirtiéndolo en oxigeno singulete, muy
reactivo (Kiritsakis y Dugan, 1985).

Paralelamente al contenido de polifenoles, los aceites del tratamiento mds deficitario (RDC-25)
presentan valores de estabilidad significativamente superiores, de manera mds acusada en los
primeros muestreos, proximos al periodo de aplicaciéon de los tratamientos de riego (julio-
septiembre). En el momento de la campafa estas diferencias quedan minimizadas, al igual que
el contenido de polifenoles totales.

6.1.2.- EFECTO DEL RIEGO DEFICITARIO CONTROLADO SOBRE LA
CALIDAD, COMPOSICION QUIMICA Y CARACTERISTICAS
ORGANOLEPTICAS DEL ACEITE EN CAMPANAS OLEICOLAS
CONSECUTIVAS

Con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos en la cosecha correspondiente a la
campaia oleicola del afo 1996 y de evaluar el efecto sobre la calidad del aceite, a mds largo
plazo (3 cosechas consecutivas), de la estrategia de riego deficitario controlado aplicado a los
olivos de la variedad Arbequina durante el periodo de maxima demanda evaporativa, se han
determinado los pardmetros de calidad, composicién quimica y evaluacién organoléptica de los
aceites obtenidos en las campaiias 1997 y 1998. Los resultados de estos andlisis se exponen en
el presente apartado junto con los de la campafia 1996 con el fin de realizar una evaluacién
conjunta de las tres campaias.



78 Capitulo 6

6.1.2.1.- Indice de madurez, humedad y materia grasa de las olivas

Los valores del indice de madurez y de humedad de los frutos en el momento de la cosecha en
los tres afios del ensayo, se presentan en la tabla 17. Las diferencias en el indice de madurez,
valorado de acuerdo con la escala de color de los frutos propuesta por la Estacién de
Olivicultura de Jaén, entre tratamientos de riego no han sido todos los afios estadisticamente
significativas. El primer afio de la experiencia, 1996, se observa una cierta tendencia a presentar
estados de maduracién mds avanzados aquellas olivas de los tratamientos menos regados. En
1997, se alcanzaron en cosecha los valores mds bajos de indice de madurez respecto a los otros
dos afios de ensayo, siendo en este caso las olivas de la estrategia RDC-50 las que presentaron
valores significativamente superiores a las de los tratamientos RDC-25 y control. El afio 1998,
se observé la misma tendencia que en 1996, un aumento del indice de madurez al disminuir la
dosis de riego aplicada al olivo, siendo en este caso la tendencia significativa.

Tabla 17.- Indice de madurez, contenido de humedad (%) y de materia grasa (%) de las olivas
de la variedad Arbequina los anos 1996, 1997 y 1998 en relacién con el tratamiento de riego
aplicado a los olivos."”

Aiio Tratamiento  Indice de madurez % Humedad % Grasa "
Control 234 47.5° 34
1996 RDC-75 2.49 448° S1
RDC-50 2.62 45.1° 52.9
RDC-25 2.91 44.7° 54.5
Control 1.95° 49.6° 40.8
1997 RDC-75 2.00 476" 43.1
RDC-50 2.17° 471 ¢ 42.7
RDC-25 1.91° 457 42.0
Control 2144 46.2 44.7
1998 RDC-75 2.47° 44.8 43.9
RDC-50 258° 44.1 433
RDC-25 3.25°¢ 433 42.1

® Valores en una misma columna con diferente letra difieren significativamente (p<0.05) con relacién al
tratamiento de riego, para cada afio independientemente.
9 Alegre (2001)
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En relacién con el porcentaje de humedad de la oliva (Tabla 17), en todos los afos se observan
valores superiores en el tratamiento control, aunque en 1998 esta diferencia no sea
estadisticamente significativa. En 1997, el contenido de humedad de las olivas del tratamiento
mads deficitario, RDC-25, es significativamente inferior que en los tratamientos mds regados,
control y RDC-75. Asimismo, en 1998 el menor valor de humedad lo presentan las olivas del
tratamiento RDC-25.

El porcentaje de grasa sobre peso seco no se ha visto significativamente afectado por los
tratamientos de riego deficitarios aplicados al olivo (Tabla 17).

6.1.2.2.- Parametros de calidad comercial del aceite

En la tabla 18 se presentan los resultados del anélisis del grado de acidez, indice de perdxidos y
absorbancia a 270 nm (K»79) de los aceites correspondientes al trienio 1996-98 procedentes de
los diferentes tratamientos de riego. Estos pardmetros, utilizados para clasificar el aceite de
oliva en las diferentes categorias comerciales estdn mds relacionados con el grado de alteracién
del aceite que con sus atributos de calidad.

El grado de acidez y la absorbancia a 270 nm (Ky7) de los aceites no se ven afectados por la
reduccién del agua de riego durante el periodo de madxima demanda evaporativa del olivo. En
los aceites de la campaifia 1996 estos pardmetros presentan valores ligeramente superiores a los
de las campaiias posteriores. Sin embargo, en todos los casos son considerablemente inferiores
al limite de 1% expresado en 4cido oleico y 0.20 establecido por la reglamentacién comunitaria
(Reg CEE 2568/91) para el grado de acidez y la absorbancia a 270 nm, respectivamente, de
aceites de oliva virgen de la categoria virgen extra.

Tabla 18.- Parametros de calidad del aceite de la variedad Arbequina de los afios 1996,
1997 y 1998 en relacién con el tratamiento de riego aplicado a los olivos.””

Adio Tratamiento Grado de acidez  Indice de peroxidos K
(% dcido oleico) (i meg 0, activo k§'1 ) 270
Control 0.14 3.21 0.15
1996 RDC-75 0.15 3.15 0.14
RDC-50 0.14 3.01 0.12
RDC-25 0.15 2.84 0.15
1997 Control 0.08 8.92% 0.09
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RDC-75 0.08 776" 0.09
RDC-50 0.08 743° 0.09
RDC-25 0.08 7.04° 0.09
Control 0.09 6.92 0.11
1998 RDC-75 0.09 6.07 0.10
RDC-50 0.09 6.94 0.10
RDC-25 0.09 6.14 0.10

® Valores en una misma columna con diferente letra difieren significativamente (p<0.05) con
relacién al tratamiento de riego, para cada afio independientemente.

En relacién con el indice de perdxidos, solamente se ha encontrado alguna diferencia
significativa en una campaifia. Los aceites de la campana 1997 procedentes del tratamiento
control presentaron un valor de indice de perdxidos significativamente superior al de los aceites
procedentes de drboles sometidos a estrategias de riego deficitario controlado. En 1996, esta
diferencia no fue estadisticamente significativa, sin embargo, los aceites del tratamiento control
siguieron mostrando valores de este pardmetro superiores al resto. No obstante, todos los aceites
analizados cumplen la normativa CEE para aceites de oliva virgen extra, presentando un indice
de peréxidos inferior a 20 meq O, kg™ de aceite.

Estos pardmetros no se han visto afectados por el riego, ya que estdn mds relacionados con el
estado y manipulacién de la materia prima previa a la extraccidn del aceite. En el presente
ensayo se ha partido de unas condiciones de homogeneidad en las operaciones de cultivo, en la
recoleccién de las olivas, realizada manualmente por peinado del arbol, en la conservacion del
fruto hasta el momento de la molturacién (periodo de tiempo inferior a 24 horas) y en la
extraccion del aceite mediante el sistema Abencor, por lo que resulta comprensible la ausencia
de diferencias significativas entre tratamientos en estos parametros de calidad del aceite.

6.1.2.3.- Perfil de acidos grasos del aceite

Se ha determinado el perfil de dcidos grasos de las muestras de aceite procedentes del ensayo de
riego deficitario controlado en las campafias 1996, 1997 y 1998 (Tabla 19). El perfil de acidos
grasos se ha expresado como porcentaje referido a los seis principales dcidos grasos del aceite
de oliva, palmitico, palmitoleico, estedrico, oleico, linoleico y linolénico.
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Tabla 19.- Perfil de acidos grasos, expresado en %, del aceite de la variedad Arbequina de los

afios 1996, 1997 y 1998 en relacién con el tratamiento de riego aplicado a los olivos."”
Palmitico Palmitoleico  Estedrico Oleico Linoleico  Linolénico

AnO Tratamiento Clﬂ:o C16:l C18:0 CIS:I C18:2 C18:3 CI&I/CIS:Z
Control  15.1 1.59 1.56 726 9.17 0.41 7.95
1996
RDC-75 155 172 137 717 9.68 0.43 7.44
RDC-50 152 1.58 1.65 72.1 9.50 0.45 761
RDC-25 152 1.52 1.56 722 9.45 0.45 7.65
Control 15.3 2.06° 1.36° 70.1 11.94 0.54 5.89
1997 RDC75 150 212 140® 704 12.00 0.50 5.92
RDC-50 153 205 140 69.6 12.31 0.52 5.69
RDC-25 155 186°  145° 698 11.96 0.54 5.90
Control 12.6 0.87 1.44° 743%  10.19° 0.64 7.31
905 RDC75 127 086 158" 735" 1076° 060 688
RDC-50 125 0.88 164° 739 1051 063 7.04
RDC-25 125 0.86 161° 737  1075° 062 6.87

©Valores en una misma columna con diferente letra difieren significativamente (p<0.05) con relacién al
tratamiento de riego, para cada campafa independientemente.

En la campaia 1996 no se encontraron diferencias en el perfil de dcidos grasos del aceite en
funcidn del agua aplicada al cultivo. Sin embargo, en las campafias 1997 y 1998 se observaron
diferencias en el porcentaje de dcido estedrico, siendo significativamente menor en los aceites
del tratamiento control. S6lo en 1997 se observé un menor porcentaje de dcido palmitoleico en
los aceites del tratamiento mas deficitario RDC-25.

Los resultados de los tres afnos del ensayo indican que la reduccién en el aporte de agua de riego
durante el periodo de mayor demanda evaporativa del arbol no afecta de una manera
significativa al perfil de acidos grasos del aceite, a pesar del hecho de ser un momento
importante en la biosintesis y acumulacién del aceite. De acuerdo con los resultados
correspondientes a la parte del estudio dedicada al control de los ensayos de riego y de la
respuesta del cultivo (Alegre, 2001), la reduccién en el aporte de agua se inicia paralelamente al
proceso de esclerificacion del endocarpo de la oliva hasta el endurecimiento completo del hueso
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unas 4-5 semanas mds tarde (fechas aproximadas). Una vez que el hueso estd totalmente
formado tiene lugar el crecimiento del mesocarpo por el aumento del contenido de agua y del
peso seco, debido a la acumulacién de aceite que se ajusta a una sigmoide. Asi, durante la fase
de endurecimiento del hueso se inicia la sintesis de grasa en el fruto con un posterior incremento
lineal hasta llegar a una estabilizacién del contenido de aceite a principios de noviembre.

La composicidn bdsica en acidos grasos del aceite resulta considerablemente menos afectada
por el riego que por las condiciones ambientales de crecimiento (Tabla 19). La variable
campafia ha resultado ser el factor mds influyente en la composicién acidica de los aceites
obtenidos en la experiencia, resultados que concuerdan con experiencias paralelas de control de
aceite de la Denominacién de Origen Protegida ‘Les Garrigues’ (Motilva y col., 2001). En la
campafia 1997 se observa un mayor porcentaje de dcidos palmitoleico y linoleico, mientras que
el porcentaje de 4cido oleico es inferior. La relacidon oleico/linoleico podria ser un indice de la
susceptibilidad a la oxidacién del aceite debido a la mayor velocidad de oxidacién del linoleato
frente al oleato (Aparicio y col., 1999; Salvador y col., 1999). Dentro de una misma campaiia, la
relacién oleico/linoleico no ha resultado ser significativamente diferente entre tratamientos,
evidencidndose las diferencias entre afios. En la campafa correspondiente al afio 1997 la
relacioén oleico/linoleico es notablemente inferior a las otras dos campafias. El régimen de
lluvias durante el verano de 1997 podria haber afectado al metabolismo lipidico de la oliva.

6.1.2.4.- Pigmentos clorofilicos y carotenoides y coordenadas instrumentales de
color

Los valores del contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides se muestran en la tabla 20.
No se observa un efecto significativo de las diferentes estrategias de riego aplicadas sobre el
contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides del aceite, en ninguno de los tres afios de
que consta el estudio. La mayoria de los aceites obtenidos son mds ricos en pigmentos
carotenoides que en pigmentos clorofilicos en las tres campafas analizadas. Una reduccion del
agua de riego durante el periodo de mdxima demanda evaporativa del cultivo parece no haber
afectado de una manera significativa el contenido de estos pigmentos en el fruto y en
consecuencia su contenido en los aceites extraidos de ellos.

Al igual que lo observado en el perfil de dcidos grasos, se observa un mayor efecto del afio que
del riego. Los aceites del afilo 1997 presentan un menor contenido de pigmentos fotosintéticos
en comparacién con las otras campaifias. Una posible explicacion para este hecho podria ser que
en 1997 el periodo de verano fue especialmente lluvioso (Tabla 6 en Material y Métodos), un
31% de la precipitacion anual se concentrd en este periodo, pudiendo implicar menos horas de
sol, mientras que en 1996 y 1998 sélo un 8% de la precipitacién anual cayé en el periodo de
verano. Una menor irradiacion podria tener consecuencias desde el punto de vista de la
fotosintesis. Muchos factores controlan la biosintesis de clorofilas y en general la formacién de
cloroplastos. Uno de los factores més estudiados es la luz. Ademads del requerimiento directo de
la luz para la conversion de protoclorofilida en clorofilida, Ia iluminacién determina una mas
rdpida formacién de protoclorofilida (von Wettstein y col., 1995). Los carotenoides estin
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asociados a las clorofilas en los complejos fotosintéticos y actian como pigmentos accesorios
captando luz en la regién del espectro en que no es captada por las clorofilas (van den Berg y
col., 2000).

Tabla 20.- Contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides
expresados como mg de feofitina a y mg de luteina kg de aceite,
respectivamente, de los aceites de la variedad Arbequina en
relacién con el tratamiento de riego."”

Aifio  Tratamiento  Clorofilas Carotenos Pigmentos
totales
————————————
Control 8.28 8.23 16.51
1996
RDC-75 7.33 7.20 14.53
RDC-50 6.62 7.07 13.69
RDC-25 6.29 6.97 12.67
Control 3.84 5.15 8.73
1997 RDC-75 4.22 5.24 9.51
RDC-50 3.90 4.94 8.97
RDC-25 4.45 5.49 9.92
Control 8.38 9.75 18.14
1998 RDC-75 6.08 9.23 15.31
RDC-50 7.84 10.43 18.27
RDC-25 8.29 10.88 19.17

* . . . . . .

“No se han encontrado diferencias significativas para el nivel de
significacién 0.05 con relacion al tratamiento de riego, para cada afio
independientemente.

La medida del color mediante las coordenadas cromdticas del espacio CIELAB (L*, a* y b*)
obtenidas del espectro de absorcién de los aceites no ha mostrado diferencias en relacion con el
tratamiento de riego (Tabla 21). El color del aceite no se ha visto afectado por la reduccién de
agua de riego aplicada en un determinado periodo del ciclo vegetativo del olivo. Unicamente el
pardmetro a*, que presenta valores situados en la zona de tonos verdes, muestra valores mas
negativos al aumentar la cantidad de agua aplicada al olivo, aunque esta tendencia no es
estadisticamente significativa.
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Tabla 21.- Coordenadas cromdticas L*, a* y b* del aceite de la
variedad Arbequina en relacién con el tratamiento de riego.

Afio Tratamiento L* a* b*
Control 86.1 -6.13 92.3
1996
RDC-75 86.3 -5.10 94.4
RDC-50 88.0 -5.40 89.5
RDC-25 85.5 -4.79 91.7
Control 90.6 -6.62 82.0
1997 RDC-75 89.1 -6.28 84.8
RDC-50 89.6 -6.31 81.3
RDC-25 89.5 -6.55 86.7
Control 86.8 -3.70 112.9
1998 RDC-75 88.2 -3.40 110.0
RDC-50 87.0 -3.48 114.6
RDC-25 86.0 -2.61 118.6

®No se han encontrado diferencias significativas para el nivel de

significacién 0.05 con relacién al tratamiento de riego, para cada
campaia independientemente.

Se ha observado una buena relacién entre el contenido de pigmentos del aceite y las
coordenadas L* y b*. En la campafia 1997, en que la concentracién de pigmentos fotosintéticos
es considerablemente inferior a las otras dos campanas, los valores de L*, que representan la
luminosidad del aceite, son ligeramente superiores al resto de los afios. La menor concentracién
de pigmentos implicaria una cierta pérdida de intensidad de color. La relacion de la coordenada
b* con los pigmentos clorofilicos y carotenoides resulta mas patente. Podemos ordenar las
campaias en sentido creciente de acuerdo con el contenido de pigmentos del aceite, y este orden
se mantiene si las ordenamos de acuerdo con los valores de la coordenada b*. Los valores de b*
se sitdan en la zona de los amarillos para los aceites del ensayo.

Debido a que los pigmentos determinan el color de los tejidos bioldgicos, la situacién inversa,
que el color puede ser una especificacién del contenido de pigmentos, ha sido usado como base
para entender los cambios en las concentraciones de pigmentos en procesos bioldgicos como
por ejemplo la maduracién de diversos frutos. Sin embargo, en sistemas complejos, donde estan
presentes dos o mds pigmentos, es necesario interpretar con precaucion las coordenadas
triestimulo en términos de simples cambios en la composicién de pigmentos porque representan
el efecto neto de la concentracion de los pigmentos presentes. Las predicciones a priori de la
composicién de pigmentos no siempre son vdlidas ya que mds de una combinacién puede dar
lugar a un determinado conjunto de coordenadas triestimulo. Sin embargo, debido al semejante
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comportamiento observado en el estudio en la variabilidad de los pigmentos clorofilicos y
carotenoides y las coordenadas cromdticas, se ha realizado un andlisis de correlacion entre estos
parametros con la finalidad de analizar las relaciones existentes entre ellos y la posibilidad de
utilizar las coordenadas de color como indices del contenido de pigmentos en los aceites de
oliva virgen.

En la tabla 22 se muestran las correlaciones entre el contenido de pigmentos clorofilicos y
carotenoides y las coordenadas cromadticas, asi como con la relacién b*/L*. Los datos de la
campafia 1996 no se han incluido en la determinacion de las correlaciones ya que, como se ha
indicado anteriormente, algunos de los resultados obtenidos son de dificil interpretacion. La
coordenada L* estd negativamente relacionada con los pigmentos clorofilicos y carotenoides.
Los aceites presentan valores mds altos de luminosidad, mayor cantidad de luz es reflejada o
transmitida, cuanto menor es el contenido de pigmentos. La coordenada cromatica mas
estrechamente relacionada con el contenido de pigmentos en los aceites de la variedad
Arbequina obtenidos en el ensayo de riego es la b*, que mejora ligeramente al introducir el
parametro L*. La relacién b*/L* parece ser la mas apropiada para estimar de una manera rapida
el contenido de pigmentos fotosintéticos del aceite.

Tabla 22.- Matriz de correlacion entre las
coordenadas cromaticas del espacio CIELAB y la
concentracion de  pigmentos clorofilicos 'y
carotenoides del aceite de la variedad Arbequina
(coeficientes de correlacion y nivel de significacion).

Clorofilas Carotenos

L* -0.66 -0.66
0.0001 0.0001

a* 0.66 0.78
0.0001 0.0001

b* 0.92 0.95
0.0001 0.0001

b*/L* 0.93 0.96

0.0001 0.0001
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6.1.2.5.- Contenido de o-tocoferol y de polifenoles totales, estabilidad oxidativa e
indice de amargor de los aceites

En la tabla 23 se presenta el contenido de o-tocoferol y polifenoles totales, componentes
relacionados con la estabilidad oxidativa, y el indice de amargor (K,s) de los aceites
clasificados segin campafia y tratamiento de riego. Las determinaciones de o-tocoferol y Ksys
se realizaron en las dos dltimas campafias del estudio.

En 1997, se observa un menor contenido de o-tocoferol en los aceites del tratamiento de riego
mas deficitario (RDC-25). En la siguiente campaifia, esta diferencia no es significativa, aunque
los aceites de este tratamiento siguen presentando valores inferiores al resto. Este pardmetro, sin
embargo, ha mostrado una variabilidad dentro de un rango muy estrecho, no presentando
posiblemente relevancia en el plano biolégico o nutricional.

Tabla 23.- Contenido de a-tocoferol (mg kg™ de aceite) y de polifenoles totales (mg de
acido cafeico kg’1 de aceite), estabilidad (horas) e indice de amargor (Ky,s) del aceite de la
variedad Arbequina de los afios 1996, 1997 y 1998 en relacidn con el tratamiento de riego
aplicado a los olivos.”

Aiio Tratamiento a-Tocoferol Polifenoles Estabilidad K,>s
Control - 340.1°% 22.4° -
1996 a a
RDC-75 - 369.6 21.1 -
RDC-50 - 366.0 ° 21.7% -
RDC-25 - 4523 ° 247° -
Control 209.9 % 52.7% 88 0.06
1997 RDC-75 2024 59.5% 9.0° 0.07
RDC-50 201.8% 56.2° 8.7°% 0.06
RDC-25 190.4 ° 83.4° 10.5° 0.07
Control 2273 175.6 ¢ 14.7° 0.19"
1995  RDC-T5 2206 215.4° 159° 0212
RDC-50 224.1 2062 " 1592 0.22°
RDC-25 2177 255.0 17.6° 0.26 ¢

©Valores en una misma columna con diferente letra difieren significativamente (p<0.05) con relacién
al tratamiento de riego, para cada campana independientemente.
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En las tres campafas analizadas, el contenido de polifenoles totales de los aceites se ha visto
afectado por el régimen de riego (Tabla 23). En 1998 podemos agrupar los aceites en tres
grupos en funciéon de su nivel de polifenoles. Los aceites del tratamiento RDC-25 y del
tratamiento control presentan respectivamente el mayor y menor contenido de polifenoles
totales, mientras que los tratamientos RDC-50 y RDC-75 ocupan una posicién intermedia. En
las campaias correspondientes a los afios 1996 y 1997, sin embargo, los aceites del tratamiento
RDC-25 son significativamente diferentes al resto. El andlisis estadistico de los resultados ha
mostrado un contenido de polifenoles totales significativamente superior en los aceites del
tratamiento de riego mas deficitario (RDC-25). Todos los afios, los aceites correspondientes al
tratamiento control presentan menor contenido de polifenoles totales. A la vista de los
resultados se puede afirmar que al disminuir el volumen de agua de riego aplicada al olivo
durante los meses de Julio-Septiembre, el periodo de maxima demanda evaporativa del cultivo,
aumenta el contenido de polifenoles totales, siendo especialmente significativo en el caso del
tratamiento mds deficitario (RDC-25).

Las diferencias en el nivel de polifenoles totales de los aceites podrian ser consecuencia del
mayor contenido de agua de las olivas correspondientes a los tratamientos mas regados (Alegre,
2001). Al ser los polifenoles mds solubles en agua que en aceite, en las pastas que presentan un
porcentaje mas elevado de humedad una mayor parte de estos compuestos seria arrastrada de la
fase oleosa en el proceso de extraccion del aceite debido al coeficiente de reparticién entre dos
liquidos no miscibles. El contenido de compuestos fendlicos en el aceite estd también afectado
por el proceso de extraccion, de hecho se ha afirmado que la concentracion de estos compuestos
en el aceite de oliva virgen estd fuertemente afectada por las condiciones del proceso de
extraccion (Vierhuis y col., 2001). La interacciéon de los compuestos fendlicos con los
polisacdridos de las paredes celulares de la oliva puede reducir su paso al aceite durante la
molienda y el batido. La accién del molino podria ser menos efectiva en la extraccién de
polifenoles en aquellas pastas procedentes de olivas con un mayor contenido de humedad. Otra
posibilidad a contemplar es el hecho de que el estrés hidrico sufrido durante los meses en que se
ha reducido el aporte de agua de riego a los olivos pudiera implicar una mayor sintesis de
compuestos fendlicos en los frutos y consecuentemente un mayor nivel de los mismos en los
aceites que se obtienen a partir de ellos. Es decir, que cambios en el nivel hidrico pudieran
influir en la biosintesis de los compuestos fendlicos, ya que son considerados como una
respuesta o adaptacion frente a situaciones de estrés (Dixon y Paiva, 1995; Parr y Bolwell,
2000).

Sin embargo, el contenido de polifenoles de los aceites se ha visto mas afectado por el factor
campafia. En 1997, donde el verano fue atipicamente lluvioso, con 163 mm de pluviometria
bien distribuida de junio a agosto (Tabla 6 de Material y Métodos), el contenido de polifenoles
totales del aceite fue marcadamente inferior que en los otros dos afios del ensayo. En 1996,
cuando se empezd a aplicar la estrategia de riego deficitario controlado, después de mucho
tiempo de cultivar la parcela en condiciones de secano, se obtuvieron los valores mds elevados
de este parametro. Otros autores (Pannelli y col., 1994; Ranalli y col., 1997) también han puesto
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de manifiesto que la presencia de lluvias durante el crecimiento y maduracién de los frutos del
olivo afecta al contenido de compuestos fenélicos de los aceites obtenidos.

La estabilidad oxidativa del aceite también se ha visto afectada por la estrategia de riego
aplicada al olivo, obteniéndose mayores valores de este pardmetro cuanto mayor es la reduccion
del aporte de agua durante el periodo Julio-Septiembre (Tabla 23). Los valores medios de
estabilidad varfan principalmente en funcién de la campafia, siguiendo un comportamiento
similar al observado en el contenido de polifenoles totales. En 1996, donde el contenido de
polifenoles es superior, la estabilidad también presenta los valores mds elevados, y en 1997 se
observan los valores mds bajos de estos dos pardmetros.

La estabilidad oxidativa es un pardmetro importante en la evaluacién de la calidad del aceite ya
que proporciona una buena estimacién de su susceptibilidad a la degradacion oxidativa. Estd
ligada a la composiciéon acidica, dado que la presencia de mayor porcentaje de dcidos grasos
insaturados en un aceite lo hace mds sensible al enranciamiento, y también estd ligada a la
presencia/ausencia de antioxidantes y prooxidantes. Para conocer la relacion entre la estabilidad
oxidativa y los componentes quimicos del aceite analizados en el presente estudio (4cidos
grasos, pigmentos clorofilicos y carotenoides, o-tocoferol y polifenoles totales) se ha empleado
la técnica estadistica multivariante de regresiéon paso a paso (stepwise). Para determinar el
modelo que define cuantitativamente la relacién de dependencia del pardmetro estabilidad y el
resto de las variables analizadas hemos utilizado un 75% de las muestras correspondientes a las
campaiias 1997 y 1998, utilizando el 25% restante para validar el modelo obtenido.

El resultado de la regresion multiple (Tabla 24) nos indica que unicamente las variables dcido
oleico y polifenoles totales son significativas. Atendiendo a los coeficientes estimados, la
expresioén matemadtica de la ecuacion es la siguiente:

Estabilidad = 8.45107% e (% 4cido oleico) + 457107 o (polifenoles totales)

El coeficiente de determinaciéon multiple ajustado indica que las dos variables logran explicar el
98.99% de la variabilidad de la estabilidad del aceite. Las dos variables son significativas a un

nivel de confianza del 99%.

Tabla 24.- Andlisis de regresion miltiple para la estabilidad.
Variable dependiente: Estabilidad

Variables Coeficiente Error Estadistico Valor
independientes estimado estdndar T p

Acido oleico 0.0845174  0.00343823 24.5816 0.0000
Polifenoles totales 0.0457294  0.00158168 28.912 0.0000

R*-ajustado 98.99%
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En la figura 9 estan representados los valores predichos por el modelo para el conjunto de datos
no incluidos incialmente para la determinacién del mismo, frente a los valores observados e
indica el grado o bondad de ajuste de los datos. La recta que relaciona los valores predichos con
los observados tiene una pendiente cercana a la unidad y un coeficiente de determinacion
elevado (91.99%).

Basdndonos en los resultados obtenidos podemos indicar que el predominio de triglicéridos con
acido oleico contribuye a la estabilidad de un aceite frente a los procesos oxidativos, al tiempo
que los polifenoles ejercen su actividad antioxidante debido a su naturaleza quimica (grupos
hidroxilos unidos a un anillo fenol) prolongando el tiempo necesario para la descomposicién de
los hidroperéxidos formados en estos procesos de oxidacion.
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Figura 9.- Valores predichos frente a observados para la estabilidad.

El indice de amargor o K5 de los aceites del ensayo se presentan en la tabla 23. Se trata de una
medida obtenida a través de un método analitico desarrollado para evaluar la intensidad del
atributo amargo del aceite de oliva virgen, ofreciendo una alternativa a la evaluacion de este
atributo por parte de un panel de cata, debido a la importante correlacién existente entre ellos
(Gutiérrez y col., 1992b). En 1997, los tratamientos de riego no influyeron en el valor del indice
de amargor, que mostré niveles muy bajos, con valores en torno a 0.06 que de acuerdo con
Gutiérrez y col. (1992b) corresponden a aceites no amargos o de amargor casi imperceptible.
Podemos suponer, por lo tanto, que en ninguno de los tratamientos de riego el nivel de
compuestos fendlicos en el aceite fue suficientemente alto para conferir un notable amargor. En
contraste, en 1998, se observa un aumento significativo del indice de amargor al disminuir el
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agua de riego aplicada a los olivos, siguiendo la misma tendencia que el contenido de
polifenoles en esa campafia. Se observa una gran diferencia en los valores medios del parimetro
K25 entre los afios 1997 y 1998, que podria estar relacionada con el contenido de polifenoles del
aceite responsables en gran medida del sabor amargo de los aceites.

Debido a las tendencias paralelas observadas entre los polifenoles totales y el indice de amargor
de los aceites, se ha procedido a determinar la relacién existente entre estos dos pardmetros
mediante un andlisis de regresion. De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 25) se puede
asumir que existe evidencia de que un incremento en la concentraciéon de polifenoles totales
ocasiona un incremento del indice de amargor del aceite, poniendo de manifiesto que el atributo
amargo del aceite de oliva virgen estd directamente relacionado con el contenido de compuestos
fendlicos del aceite. El coeficiente de determinacidn ajustado indica que la variable contenido
de polifenoles totales logra explicar el 98.58% de la variabilidad del indice de amargor.

Tabla 25.- Andlisis de regresion entre las variables polifenoles totales e indice de
amargor (Kys).
Variable dependiente: indice de amargor

Variables Coeficiente Error Estadistico Valor
independientes estimado estandar T p
Polifenoles totales  0.00105419  0.00001298 81.2249 0.0000

R’-ajustado 98.58%

6.1.2.6.- Caracteristicas organolépticas del aceite

Tal y como se ha indicado en el apartado 5.1.5.2 de Material y Métodos, la experiencia finaliz6
con el andlisis sensorial de los aceites obtenidos en la dltima campafa oleicola (1998). La
clasificacién comercial del aceite de oliva virgen se basa no sélo en la determinacién de unos
indices fisico-quimicos sino también en una valoraciéon organoléptica. Las caracteristicas
sensoriales del aceite de oliva, que determinan su aceptacién por los consumidores, son
basicamente consecuencia de los volatiles y de los polifenoles (Aparicio, 1995). Los resultados
de la evaluaciéon sensorial de los aceites obtenidos en la experiencia de riego deficitario
controlado durante la campafia 1998 se exponen en la tabla 26.

No se percibieron atributos negativos o defectos en los aceites de los diferentes tratamientos de
riego, siendo clasificados segtin su puntuacién global como aceites de oliva virgen extra. Las
puntuaciones globales son en todos los aceites cercanas a 8.

En relacion con los atributos positivos, los aceites se han caracterizado por su cardcter frutado,
destacando el grado de intensidad de este atributo en los aceites procedentes de los tratamientos
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de riego deficitario (RDC-25, RDC-50 y RDC-75). Algunos autores afirman que el frutado es
el atributo que mas influye en la puntuacion final de las muestras (Solé, 1995) lo que podria
explicar la puntuacién ligeramente mas baja en los aceites del tratamiento control.

El aceite del tratamiento mds deficitario, RDC-25, muestra un equilibrio de los atributos verde,
amargo y picante, mientras que en el aceite del tratamiento control observamos que aquellos
atributos relacionados con el nivel de polifenoles del aceite, como verde, amargo y picante,
presentan intensidades ligeramente inferiores a la del resto de tratamientos. La sensacion de
suavidad del aceite en la boca, denominada dulzor, no se ha visto influenciada por el tratamiento
de riego.

El atributo platano maduro sélo se percibi en los aceites de los tratamientos RDC-75 y control,
mientras que en el atributo manzana ocurre lo contrario, siendo sélo evidente en los tratamientos
RDC-25 y RDC-50. En relacién con el conjunto de atributos bajo la denominacién de ‘otros
atributos’, tan s6lo se observa el efecto del riego en el atributo astringente, que presenta valores
de intensidad mads elevados en el aceite del tratamiento de riego mds deficitario, RDC-25. Los
demds atributos no muestran una marcada tendencia con relacién a la reduccién en el aporte de
agua durante el periodo de riego deficitario.

Tabla 26.- Puntuacion global y atributos sensoriales del aceite de la variedad Arbequina
de la campaiia 1998 en relacion con el tratamiento de riego aplicado a los olivos.

Tratamientos

Control RDC-75 RDC-50 RDC-25
Puntuacién global® 7.8 8.1 8.2 8
Atributos positivos®
- Frutado 2.5 3.0 3.0 2.9
- Manzana 0 0 1.2 0.9
- Platano maduro 0.8 1.0 0 0
- Verde 1.9 2.0 2.5 2.4
- Amargo 1.9 2.1 2.1 2.4
- Picante 2.2 2.4 2.6 2.4
- Dulce 1.9 1.8 1.8 1.8
Otros atributos
- Astringente 0.9 1.3 1.0 1.6
- Almendra 1.2 1.3 1.1 1.3
- Anisado 0.8 0.9 0.5 0.5
- Alcachofa 0.3 0.3 0.7 0.5
- Platano verde 0.5 0.3 0.7 0.6
- Tomate 0.6 0.9 0.9 0.5

* 1 (calidad pésima), 9 (excepcional)
0 (casi imperceptible), 1 (ligera), 2 (ligera), 3 (media), 4 (grande), 5 (extrema)
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6.1.3.- EFECTO DEL RIEGO DEFICITARIO CONTROLADO SOBRE LA
ACUMULACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN EL FRUTO DURANTE
SU CRECIMIENTO Y MADURACION.

Con la finalidad de determinar si las diferencias en el contenido de polifenoles del aceite entre
tratamientos de riego son atribuibles a un efecto del estrés hidrico sobre la biosintesis de estos
compuestos en la oliva, o por el contrario son consecuencia de un diferente comportamiento de
la pasta en el proceso de extraccidn relacionado con el porcentaje de humedad de los frutos, se
analizé en la campafia 1998 el contenido de polifenoles totales en la oliva a lo largo de la
maduracion, en todos los tratamientos de riego.

En el presente apartado se exponen los resultados del estudio del efecto de la aplicacién del
riego deficitario controlado en olivos de la variedad Arbequina sobre el contenido de polifenoles
totales y el porcentaje de humedad de la pulpa de la oliva asi como el indice de madurez del
fruto, durante el periodo comprendido entre el 4/9/98 y el 18/11/98, tal y como se describe en el
apartado 5.1.5.3 de Material y Métodos.

Los dos primeros muestreos se realizaron en el mes de septiembre, al inicio y al final del
mismo. El primero tiene lugar durante el periodo en que se estd aplicando la reduccién en el
aporte de agua de riego y el segundo en el momento en que finaliza el riego deficitario. En estos
dos muestreos podria ser mas patente el efecto del estrés hidrico sobre los drboles. El tercer
muestreo se realizé a final de octubre, momento que podria corresponder a una recuperacion del
estado hidrico de los olivos tras volver a ser regados segun las necesidades maximas tedricas. El
cuarto y ultimo muestreo tuvo lugar a mediados de noviembre, aproximadamente dos semanas
antes de iniciarse la cosecha correspondiente a la campaiia 1998.

6.1.3.1.- Indice de madurez de los frutos y humedad de la pulpa

En la tabla 27 se muestran los valores del indice de madurez de las olivas y el porcentaje de
humedad de la pulpa durante el periodo muestreado. Aunque la diferencia en el indice de
madurez de los frutos entre tratamientos de riego no es estadisticamente significativa,
observamos que el aumento en la dosis de riego aplicada al cultivo supone un ligero retraso en
la maduracion de la oliva, al menos en el periodo previo a la campaifia oleicola.
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No es hasta el tercer muestreo, a mediados de octubre, cuando se empiezan a dar los primeros
cambios en la pigmentacion de la piel de las olivas. El fruto, que al principio tiene una
coloracion verde (IM 0) vira a un color amarillento (IM 1) como consecuencia de una fuerte
reduccién del contenido de clorofilas (Fernandez Diaz, 1971), que es la llamada maduracion
verde. Después comienza la acumulacion de antocianinas (IM 2-3), su concentracién en las
células determina la intensidad del color, que puede ir del rojizo al violdceo intenso y el negro.

Tabla 27.- Iindice de madurez del fruto y humedad (%) de la pulpa de las olivas
de la variedad Arbequina en relacién con la fecha de muestreo y con el
tratamiento de riego aplicado a los olivos."”

Fecha de Tratamientos
EﬁEEEEEEE Control RDC-75 RDC-50 RDC-25
04/09/98 0 0 0 0
I"j;“ 28/09/98 0 0 0 0
madurez
20/10/98 0.99 1.10 127 1.62
18/11/98 1.23 1.62 1.87 2.11
04/09/98 66.44 64.05° 66.26 ° 62.90 °
a b b c
Humedad 25/0998 65.36a 62.56b 61.31b 57.98b
(%) 20/10/98 63.73 60.33 59.44 57.30
18/11/98 5608% 53.07° 5279 51710

©Valores en una misma fila con diferente letra difieren significativamente (p<0.05) en
relacién con el tratamiento de riego para cada fecha de muestreo.

En relacién con el contenido de humedad de la pulpa, se observa una disminucién con la
maduracion en todos los tratamientos de riego, mds acusada en los més deficitarios (RDC-25 y
RDC-50). En los dos primeros muestreos es patente la relacion entre el porcentaje de humedad
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de la pulpa y el régimen de riego aplicado a los olivos, siendo las olivas del tratamiento mds
deficitario, RDC-25, las que presentan un menor porcentaje de humedad. En el segundo
muestreo, que coincide con la finalizacién del riego deficitario, los tratamientos RDC-50 y
RDC-75 presentan valores significativamente inferiores a los del tratamiento control, sin
embargo, las olivas del tratamiento RDC-25 contindan mostrando los menores valores de
humedad de la pulpa. En el tercer muestreo, cuando ya ha transcurrido aproximadamente un
mes de la restitucion del 100% de las dosis de riego, los tratamientos deficitarios presentan
valores similares entre ellos e inferiores a los del tratamiento control. En el dltimo muestreo las
diferencias entre tratamientos han disminuido, observandose sélo entre los tratamientos
extremos.

Estos resultados corroborarian la hipdtesis formulada en apartados anteriores acerca de que el
mayor contenido de polifenoles en los aceites del tratamiento RDC-25 podria ser consecuencia
en parte a la menor humedad de las pastas, que propicia un menor arrastre de los compuestos
hidrosolubles a la fase acuosa durante el proceso de extraccion del aceite (Ranalli y col., 1997).

6.1.3.2.- Polifenoles totales de la pulpa de las olivas

En la tabla 28 se presenta el contenido de polifenoles totales en la pulpa de las olivas, expresado
sobre materia seca. En relacién con la fecha de muestreo el contenido de polifenoles en la pulpa
de las olivas sigue una evolucién decreciente durante el periodo muestreado en todos los
tratamientos de riego, reduciéndose aproximadamente en un 50% desde el primer al dltimo
muestreo (Tabla 28). Estos resultados estdn de acuerdo con los estudios de Solinas y col. (1978)
y Vazquez y col. (1971) quienes observaron que el contenido de polifenoles totales en pulpa,
expresado en base seca, disminuia al avanzar la maduracion, en diferentes variedades de oliva.
Otros trabajos han mostrado una evolucién decreciente de los polifenoles de la oliva al pasar de
la fase verde a la fase negra, observandose un maximo hacia la fase de envero (Chimi y Atouati,
1994).

Tabla 28.- Contenido de polifenoles totales de la pulpa (g acido
cafeico kg™' pulpa seca) de las olivas de la variedad Arbequina en
relacién con la fecha de muestreo y con el tratamiento de riego
aplicado a los olivos.”’

Tratamientos
Fecha de
Eﬁf EEEEEE Control RDC-75 RDC-50 RDC-25
04/09/98 122.8 122.6 117.6 120.7
28/09/98 104.8 96.7 90.9 94.2
20/10/98 85.3 85.5 81.3 80.4
18/11/98 64.6 69.2 62.7 66.1
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®No se han encontrado diferencias significativas para el nivel de
significacion 0.05 con relacion al tratamiento de riego, para cada fecha de
muestreo independientemente.

A lo largo de todo el periodo muestreado no hemos observado diferencias entre tratamientos de
riego. La disminucién en el aporte de agua de riego durante el periodo comprendido entre
mediados de julio y final de septiembre, que coincide con el periodo de mixima demanda
evaporativa del cultivo y con el endurecimiento del hueso, no ha condicionado el contenido de
compuestos fendlicos presentes en la pulpa de la oliva. Parece que el estrés hidrico al que son
sometidos los olivos bajo condiciones de riego deficitario no ha afectado a la sintesis de estos
compuestos. Sin embargo, hay que puntualizar que el contenido de polifenoles se ha
determinado en la pulpa de la oliva, por lo que no se puede asegurar que se haya visto afectado
el contenido de polifenoles del hueso. En relacién con esto, se ha de considerar que una parte
importante de los polifenoles del aceite lo forman los lignanos que no estdn presentes en el
pericarpio ni en el mesocarpo de las olivas, sino tan s6lo en el hueso (Owen y col., 2000a). La
diferencia en el contenido fendlico entre las diferentes partes del fruto ha sido también
evidenciada en otros frutos como uva (Kataoka y col., 1983) y melocotén (Kubota y col., 1992).

Por lo tanto, en futuras investigaciones seria importante profundizar en el estudio del contenido
de los compuestos fendlicos de las olivas, considerando el fruto entero, para poder extraer
resultados mds concluyentes que determinen la influencia o no del estrés hidrico sobre la
sintesis de estos compuestos.

6.1.4- DISCUSION GLOBAL DEL EFECTO DEL RIEGO DEFICITARIO
CONTROLADO SOBRE LA CALIDAD Y COMPOSICION DEL ACEITE DE
OLIVA.

El objetivo planteado durante la primera campaiia oleicola del estudio (afio 1996) se centr6 en la
evaluacién del efecto de la reduccién de agua de riego durante el periodo de maxima demanda
evaporativa del cultivo (periodo estival) sobre la composicién del aceite, durante el periodo de
maduracion de la oliva y en el momento de la cosecha.

Los compuestos que se vieron principalmente afectados después del periodo de aplicacion de las
estrategias de riego deficitario controlado fueron los pigmentos clorofilicos y carotenoides y los
polifenoles. El efecto observado en el primer muestreo (septiembre), sobre el contenido de
pigmentos clorofilicos y carotenoides, mostr6 que los aceites de los tratamientos de RDC
presentaron un contenido de los mismos significativamente superior a los del tratamiento
control, especialmente los aceites de los tratamientos mas deficitarios (RDC-25 y RDC-50). Al
avanzar la maduraciéon del fruto las diferencias se fueron reduciendo y en el momento de
campaia los aceites de todos los tratamientos mostraron un contenido similar de pigmentos
fotosintéticos.
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El efecto del RDC sobre el contenido de polifenoles y paralelamente sobre la estabilidad del
aceite, aunque fue especialmente notable en el primer muestreo realizado, se mantuvo hasta el
momento de cosecha, siendo los aceites del tratamiento mds deficitario, RDC-25, los que
mostraron un contenido de polifenoles y una estabilidad frente a la oxidacion significativamente
superiores.

El perfil de 4cidos grasos del aceite, sin embargo, no se vio afectado, ni durante el periodo de
maduracién del fruto ni en el momento de cosecha. La reduccién de agua durante el periodo que
comprende tanto el endurecimiento masivo del endocarpo como el crecimiento del mesocarpo
debido al aumento de tamafo de las células, a la sintesis activa de lipidos y a su acumulacién,
produce un cierto retraso en la acumulacién de grasa sin afectar a su composiciéon de dcidos
grasos.

Por lo tanto, se puede afirmar que los resultados de esta primera campaila mostraron que la
aplicacion de riego deficitario afecta a la composicién del aceite durante las primeras etapas de
la maduracién de la oliva. Sin embargo, en el momento de la cosecha, las diferencias entre
tratamientos eran minimas, con la excepcién del contenido de polifenoles y la estabilidad del
aceite que aumentaban ligeramente en el tratamiento mds deficitario.

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en los aceites de la cosecha del afio 1996 y de
estudiar el efecto a mds largo plazo de la estrategia de RDC sobre la calidad del aceite de oliva,
se realiz6 una evaluacién conjunta de los pardmetros de calidad, composicién quimica y
evaluacién organoléptica de los aceites obtenidos en las campafias 1996, 1997 y 1998. Se tiene
que considerar el hecho de que cada campafia posee unas caracteristicas peculiares. En 1996, se
empez6 a aplicar la estrategia de RDC tras largo tiempo de cultivar la parcela en condiciones de
secano; el afio 1997 se caracteriz6 por un verano atipicamente lluvioso, mientras que 1998 fue
un afio especialmente seco (Tabla 6, Material y Métodos), probablemente es este dltimo aiio el
mds caracteristico de la zona mediterrdnea donde se localiza el ensayo, por lo que serd el
principal punto de referencia de nuestras observaciones.

En relacién con los pardmetros cldsicos de calidad (grado de acidez, indice de peréxidos y
absorbancia a 270 nm) que permiten clasificar al aceite de oliva en las diferentes categorias
comerciales, no se observé un efecto del riego sobre los mismos. No son pardmetros que se
puedan ver afectados por modificaciones en la sintesis de los componentes del aceite, sino que
estdn relacionados con el estado de las olivas y su posterior manipulacién.

El perfil de acidos grasos del aceite no se vio tampoco afectado por la aplicacion de estrategias
de RDC, aun cuando esta aplicacion tiene lugar en un momento importante de la biosintesis y
acumulacion de aceite en el fruto.

Del mismo modo, una reducciéon del agua de riego durante el periodo estival no afecté al
contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides del aceite, asi como tampoco afecté a las
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coordenadas instrumentales de color del espacio CIELAB, hecho presumible al ser los
pigmentos fotosintéticos los principales responsables del color del aceite de oliva virgen.

El contenido de o-tocoferol de los aceites s6lo se vio afectado de una manera significativa el
afo 1997, observandose un menor contenido en los aceites del tratamiento RDC-25. El rango de
variacién de este compuesto en el global de los aceites es demasiado estrecho como para
resultar de relevancia a escala bioldgica o nutricional.

El pardmetro que se ve principalmente afectado por la estrategia de RDC es el contenido de
polifenoles del aceite y en consecuencia los pardmetros dependientes de él, como son la
estabilidad oxidativa y el indice de amargor. La aplicacién del tratamiento deficitario RDC-25
implica la obtencion de aceites con un contenido superior de polifenoles, una mayor estabilidad
frente a la oxidacién y un mayor indice de amargor. La calidad de estos aceites en términos de
susceptibilidad a la degradacién oxidativa es superior a la del resto de los aceites. Los aceites de
los tratamientos deficitarios RDC-50 y RDC-75 mostraron un contenido de polifenoles
significativamente superior a los aceites del tratamiento control sélo en el afo 1998, sin
embargo, en ninguna campafia han diferido respecto a la estabilidad oxidativa. En relacién con
el indice de amargor o Kys, los aceites de las estrategias RDC-50 y RDC-75 ocupan una
posicion intermedia entre los aceites del tratamiento RDC-25 y los del tratamiento control.

Las diferencias observadas en el contenido de polifenoles de los aceites del tratamiento RDC-25
podrian atribuirse al efecto del estrés hidrico sobre la sintesis de compuestos fendlicos en los
frutos, considerados como una respuesta o adaptacion frente a situaciones de estrés (Dixon y
Paiva, 1995; Parr y Bolwell, 2000), a través de un efecto sobre el enzima fenilalanina amonio
liasa (PAL, E.C. 4.3.1.5) uno de los enzimas clave en la ruta fenilpropanoide. También podrian
atribuirse las diferencias al proceso de extraccion del aceite. Tal y como se muestra en la tabla
17, el porcentaje de humedad de la oliva presenta una tendencia a aumentar con la cantidad de
agua aplicada al olivo. Esto podria dar lugar, al ser los polifenoles mas solubles en agua que en
aceite, a un mayor arrastre de los mismos con el alpechin durante el proceso de extraccién, en
aquellas pastas que presentan un porcentaje mds elevado de humedad. Por otra parte, la accién
del molino en el proceso de extraccién del aceite, podria ser menos efectiva en la extraccion de
polifenoles unidos a polisacaridos de las paredes celulares de la oliva en aquellas pastas con un
mayor contenido de humedad (Vierhuis y col., 2001).

Con el fin de determinar si el mayor contenido de polifenoles de los aceites del tratamiento
RDC-25 pudiera ser atribuible a ambos efectos, se analizé en la campaiia 1998 el contenido de
polifenoles en la oliva a lo largo de la maduracién del fruto, no observdndose diferencias entre
los distintos tratamientos de riego. De este resultado podria concluirse que el estrés hidrico al
que son sometidos los olivos bajo condiciones de RDC no ha afectado a la sintesis de los
compuestos fendlicos, sin embargo, el hecho que se haya determinado el contenido de
polifenoles de la pulpa de las olivas da lugar a una incertidumbre debido a que una parte
importante de los polifenoles del aceite lo forman los lignanos, presentes Unicamente en el
hueso de la oliva (Owen y col., 2000a). Por lo tanto, queda abierto el camino para profundizar
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en el estudio del contenido de compuestos fendlicos de las olivas considerando el fruto entero
con el fin de extraer resultados mas concluyentes, ya que en este estudio se ha analizado
exclusivamente el contenido de polifenoles totales de la pulpa del fruto.

El mayor indice de amargor (K,,s) observado en los aceites del tratamiento RDC-25, no implicé
notables variaciones en la puntuacién global del aceite, clasificado como aceite de oliva virgen
extra, siendo cercana en todos los casos a 8. Los aceites de los distintos tratamientos se
caracterizaron por su cardcter frutado, destacando el grado de intensidad de este atributo en los
aceites de los tratamientos de RDC. El frutado parece ser un atributo que tiene un gran peso en
la puntuacién final del aceite. El atributo amargo, relacionado con el contenido de polifenoles
del aceite, fue superior en los aceites del tratamiento RDC-25. Al resultar tan afectado el
contenido de polifenoles, asi como el resto de compuestos quimicos del aceite determinados en
este ensayo, por el factor campafia, y en especial por el régimen de lluvias durante el
crecimiento y maduracion de las olivas, en afios muy secos la aplicacién del tratamiento mas
deficitario (RDC-25) darfa como resultado aceites con un elevado contenido de polifenoles y
probablemente excesivamente amargos para su comercializacion directa.

La experiencia dentro de la cual se enmarca el presente estudio estd planteada con la finalidad
de evaluar la posibilidad de reducir las dotaciones de riego necesarias que permiten la mdxima
produccién. La parte del estudio dedicada a la evaluacidon productiva del olivo (Alegre, 2001)
mostré que todas las estrategias de RDC aplicadas en el ensayo parecen dutiles para la
produccién de aceite en olivos de la variedad Arbequina en condiciones similares a las del
presente ensayo, representando un ahorro de la cantidad de agua de riego sin afectar a la
produccién de aceite. La eleccion de la estrategia mds adecuada dependerd de las dotaciones
disponibles en cada caso particular y en cada zona de produccién, recomenddndose la estrategia
RDC-75 como la méds adecuada a largo plazo. A partir de los resultados obtenidos en el presente
trabajo y desde el punto de vista de la calidad y composicién quimica del aceite, podemos decir
que los aceites procedentes de la estrategia mds deficitaria (RDC-25) son los que difieren
significativamente, tomando como referencia a los aceites del tratamiento control. Los aceites
de esta estrategia se caracterizan por un mayor contenido de polifenoles y por lo tanto una
mayor estabilidad frente a la oxidacién, pero con el riesgo subsiguiente, en funcién de la
climatologia del afio, en especial el régimen de lluvias, de presentar una excesiva intensidad del
atributo amargo. Los aceites de las estrategias RDC-50 y RDC-75, que suponen un ahorro del
agua de riego del 35 y 24% respectivamente (Alegre, 2001), incrementan el contenido de
polifenoles respecto a los aceites del tratamiento control, aunque no la estabilidad oxidativa,
s6lo el ano 1998, siendo estos dos pardmetros similares en los dos afios restantes. El indice de
amargor en los aceites de estas dos estrategias (RDC-50 y RDC-75) el afio 1998, es ligeramente
superior que en el tratamiento control, hecho igualmente patente en los resultados de la cata
sensorial, donde ademds destacan estos aceites por una mayor intensidad del atributo frutado y
una puntuacion global ligeramente superior. Es decir, con la aplicacion de las estrategias RDC-
50 y RDC-75 se podrian conseguir importantes ahorros del agua de riego sin afectar a la calidad
del aceite obtenido.
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Por lo tanto, se puede concluir que, las estrategias RDC-75 y RDC-50 suponen un ahorro
considerable de agua en relacién con el control y sin embargo, muestran un contenido de
polifenoles ligeramente mds elevado, que implica una mayor intensidad del atributo frutado y
una puntuacién global en la evaluacién sensorial ligeramente superior. La estrategia RDC-25
supone un importante ahorro de agua, pero tiene como consecuencia aceites excepcionalmente
amargos y a la larga la productividad del olivo se ve afectada (de acuerdo con los resultados de
Alegre,2001).
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6.2.- RIEGO LINEAL

6.2.1.- EFECTO DEL RIEGO LINEAL SOBRE LA CALIDAD, COMPOSICION
QUIMICA 'Y CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL ACEITE EN
CAMPANAS OLEICOLAS CONSECUTIVAS

En el presente apartado se exponen los resultados del efecto de la aplicacion de estrategias de
riego lineal a olivos jovenes de la variedad Arbequina sobre los parametros de calidad,
composicion quimica y evaluacion organoléptica del aceite correspondiente a las dos campanas
oleicolas estudiadas. El andlisis estadistico de los resultados se ha realizado mediante andlisis de
regresion por ser el factor a analizar cuantitativo (tratamiento de riego que viene definido por el
coeficiente de cultivo K. y determina los volimenes crecientes de agua de riego a aplicar al
olivo).

6.2.1.1.- Indice de madurez y humedad de las olivas

En la tabla 29 se muestran los valores del indice de madurez y del contenido de humedad de los
frutos en los dos afios del ensayo, clasificados en funcién del tratamiento de riego aplicado a los
olivos. Los valores de indice de madurez de 1999 corresponden no a las muestras de
aproximadamente 2 kg que se recogieron en cosecha, sino a un muestreo de tamafio mas
reducido, realizado de manera independiente a la cosecha, aunque durante el periodo de la
misma. La razén de este hecho radica en que durante el periodo de cosecha se produjeron
importantes heladas que afectaron a la estructura de la pulpa, por lo que resultaba dificil
determinar su indice de madurez sobre la base de una valoracién del color del mesocarpo y
epicarpo del fruto. No se ha observado en ninguno de los dos afios, una relacién significativa
entre la cantidad de agua aplicada a los olivos y el indice de madurez de los frutos.

Respecto al porcentaje de humedad, no se ha hallado una relacién significativa con el
coeficiente de cultivo (K,), sin embargo se observa una tendencia al aumento del porcentaje de
humedad al incrementar las dosis de agua aplicadas, presentando los tratamientos mds regados,
T6 y T7 el mayor contenido de agua en la oliva.
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Tabla 29.- Valores medios del indice de madurez y del contenido de
humedad (%) de las olivas de la variedad Arbequina y el correspondiente
nivel de significaciéon del andlisis de regresiéon en relaciéon con el

tratamiento de riego aplicado a los olivos.

Anio  Tratamiento (K,) Indice de madurez  Humedad (%)
T1 (0.25) 4.18 42.43
T2 (0.38) 3.81 42.63
1998 T3 (0.50) 3.05 44.23
T4 (0.57) 3.50 44.30
T5 (0.64) 3.86 44.85
T6 (0.71) 4.98 46.87
T7 (0.85) 5.29 46.68
Nivel de significacién NS NS
T1 (0.25) 2.92 40.35
T2 (0.38) 3.01 41.10
T3 (0.50) 2.19 41.75
1999 T4 (0.57) 3.07 41.55
TS5 (0.64) 2.96 40.93
T6 (0.71) 2.91 43.50
T7 (0.85) 2.82 43.79
Nivel de significacién NS NS

NS: no significativo (p>0.05)
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6.2.1.2.- Parametros de calidad comercial del aceite

El aceite de oliva virgen se clasifica basandose en dos aspectos fundamentales, la valoracion
organoléptica y los indices fisico-quimicos de calidad. Estos dltimos son pardmetros indicadores
de posibles alteraciones en el aceite debidas a una deficiencia en el estado del fruto como
consecuencia de plagas o enfermedades del olivo, o a una incorrecta manipulacién de las olivas.
En la tabla 30 se muestran los valores del grado de acidez, del indice de perdxidos y de la
absorbancia a 270 nm de los aceites, clasificados segiin campafia y tratamiento de riego.

La aplicacién de dosis crecientes de agua de riego a los olivos no ha tenido ninguna repercusioén
sobre el grado de acidez de los aceites obtenidos. El grado de acidez es un indice de la
alteracion sufrida por el fruto y de las fermentaciones que han tenido lugar en el proceso de
elaboracion y conservacion por lo que la baja acidez encontrada en los aceites analizados habria
que atribuirla a la calidad del fruto y a una correcta manipulacién y extraccion del aceite, que se
ha llevado a cabo en un plazo maximo de 24 horas después de la recoleccion de la oliva.

Respecto al indice de perdxidos, tanto en 1998 como en 1999 se ha observado un aumento del
mismo en los aceites procedentes de los tratamientos en los que se ha aplicado un mayor
volumen de agua a los olivos, sin embargo esta tendencia no es estadisticamente significativa,
mostrando este pardmetro una variabilidad dentro de un rango muy estrecho (Tabla 30). El
indice de perdxidos valora el estado de oxidacidn inicial del aceite, por lo que generalmente el
aceite recién extraido no presenta valores altos. Las causas mds importantes de un valor elevado
del indice de peréxidos son la procedencia del fruto (suelo, heladas) y la exposicién durante la
elaboracion y almacenamiento a los factores que provocan la oxidacién de los aceites (altas
temperaturas, aireacion y presencia de trazas metélicas).
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Tabla 30.- Valores medios de los pardmetros de calidad del aceite y el correspondiente
nivel de significaciéon del andlisis de regresidén en relacidén con el tratamiento de riego
aplicado a los olivos.

_ . Grado de acidez  Indice de peréxidos

Ao Tratamiento (K.) (% dcido oleico) (meg 0; activo k§'1 ) Koz
T1 (0.25) 0.17 5.70 0.10

T2 (0.38) 0.15 5.80 0.11

1998 T3 (0.50) 0.13 5.60 0.10
T4 (0.57) 0.15 5.70 0.10

T5 (0.64) 0.14 5.80 0.12

T6 (0.71) 0.13 5.60 0.11

T7 (0.85) 0.15 6.10 0.09

Nivel de significacién NS NS NS

T1 (0.25) 0.14 5.49 0.12

T2 (0.38) 0.12 5.38 0.13

T3 (0.50) 0.12 5.56 0.13

1999 T4 (0.57) 0.13 6.51 0.12
T5 (0.64) 0.12 6.22 0.12

T6 (0.71) 0.12 6.37 0.11

T7 (0.85) 0.12 6.28 0.10

Nivel de significacién NS NS NS

NS: no significativo (p>0.05)

No se ha encontrado una relacién significativa entre la cantidad de agua aplicada al olivo y la
absorbancia a 270 nm (Kj7) (Tabla 30). Sin embargo, algunos autores (Faci y col., 2000) han
observado un incremento lineal del Ky7o al aumentar la cantidad de agua de riego aplicada. La
determinacion de este pardmetro nos indica el estado de oxidacién del aceite en ese momento
pero no nos informa de Ia posible evolucién del mismo durante su almacenamiento.

Los valores del grado de acidez, indice de peréxidos y absorbancia a 270 nm de todos los
aceites obtenidos en el ensayo, independientemente del tratamiento de riego al que pertenecen,
son considerablemente inferiores a los valores limite establecidos por la reglamentacién de la
Comunidad Europea (Reg CEE 2568/91) para aceites de oliva de la categoria virgen extra,
segtin la cual los aceites pueden tener hasta un 1% de acidez expresado en 4cido oleico, 20 meq
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de O, kg™ de aceite y una absorbancia a 270 nm (Ky;) de 0.20. Por lo tanto, se puede afirmar
que la aplicacidn creciente de agua al olivo, en los niveles ensayados en este estudio, no afecta a
los parametros de calidad que determinan la categoria comercial del aceite de oliva virgen.

6.2.1.3.- Perfil de acidos grasos del aceite

Se ha determinado el perfil de 4cidos grasos de las muestras de aceite procedentes de los
diferentes tratamientos de riego en las campaias 1998 y 1999 (Tabla 31). El perfil de 4cidos
grasos se ha expresado como porcentaje referido a los seis principales dcidos grasos del aceite
de oliva, palmitico, palmitoleico, estedrico, oleico, linoleico y linolénico.

El efecto del tratamiento de riego sobre los porcentajes de la mayoria de los acidos grasos del
aceite varia con el ano. Los dcidos palmitico y linolénico no se vieron afectados por el régimen
de riego ninguno de los dos afios, mientras que se observa una relacién lineal positiva entre el
porcentaje de 4cido palmitoleico en el aceite y el volumen de agua aplicado a los olivos.
Respecto al resto de dcidos grasos no se observa una relacion consistente entre su porcentaje en
el aceite y el tratamiento de riego aplicado. Asi, en la campafia de 1998 no se ha observado un
efecto significativo, pero en la campafia de 1999 se ha observado una relacion lineal positiva
entre la cantidad de agua de riego y el porcentaje de dcido oleico y negativa con el porcentaje de
cido linoleico.

La biosintesis de los acidos grasos del aceite de oliva depende de factores incontrolables como
las condiciones climdticas, que difieren entre afios, las particulares caracteristicas de la regién
productora (micro-clima, caracteristicas edafoldgicas, variedad...) y estado de madurez de las
olivas entre otros. Un trabajo realizado por Tsimidou y Karakostas (1993) revel6 una mayor
influencia del afno de cosecha en la agrupacién de los aceites mediante la técnica estadistica
multivariante de componentes principales, que el origen o la variedad. Asimismo, en un estudio
sobre la caracterizacién geografica del aceite de oliva virgen de la Denominaciéon de Origen
Protegida ‘Les Garrigues’ Motilva y col., (2001) observaron que el factor campaia era
significativo en el perfil de dcidos grasos el aceite.
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Tabla 31.- Perfil de 4cidos grasos del aceite y el correspondiente nivel de significacion del

andlisis de regresion en relacién con el tratamiento de riego aplicado a los olivos.

Afio Tratamiento (K,) Palmitico Palmitoleico Estedrico Oleico Linoleico Linolénico

¢ C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

T1 (0.25) 134 1.38 1.71 70.4 12.4 0.81

T2 (0.38) 13.1 1.38 1.72 71.1 11.9 0.84

1998 T3 (0.50) 13.7 1.59 1.70 71.1 11.2 0.81

T4 (0.57) 13.2 1.51 1.66 71.5 11.4 0.82

T5 (0.64) 13.6 1.75 1.69 71.1 11.2 0.75

T6 (0.71) 13.3 1.87 1.58 71.3 11.2 0.78

T7 (0.85) 13.4 2.01 1.55 70.9 11.5 0.77

Nivel de significacién NS ok * NS NS NS
R’ - 0.90 0.74 - - -
Ordenada al origen - 1.00 1.81 - - -
Pendiente - 1.15 -0.28 - - -

T1 (0.25) 14.6 1.11 2.00 71.6 10.1 0.48

T2 (0.38) 14.4 1.17 2.03 72.1 9.81 0.44

T3 (0.50) 14.6 1.33 2.07 72.0 9.55 0.44

1999 T4 (0.57) 14.5 1.23 1.98 72.7 9.11 0.41

T5 (0.64) 14.5 1.15 1.99 73.1 8.91 0.40

T6 (0.71) 14.6 1.48 1.96 72.9 8.65 0.41

T7 (0.85) 14.5 1.50 1.95 73.3 8.31 0.41

Nivel de significacién NS ok NS HE ok NS
R? - 0.63 - 0.87 0.98 -
Ordenada al origen - 0.99 - 70.9 11.0 -
Pendiente - 0.53 - 2.90 -3.20 -
Ordenadas® - NS - - - -
Pendientes - NS - - - -

NS: no significativo (p>0.05); * (p<0.05); ** (p<0.01)

A Contraste de paralelismo y de términos independientes de las regresiones de los dos afios estudiados

para cada uno de los pardmetros



106 Capitulo 6

6.2.1.4.- Pigmentos clorofilicos y carotenoides y coordenadas instrumentales de
color

En la tabla 32 se exponen los resultados obtenidos en la determinacién de pigmentos
clorofilicos y carotenoides. Se observa una relacién lineal negativa entre el coeficiente de
cultivo (K.) y el contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides del aceite en las dos
campaias, lo que implica una reduccién de los pigmentos del aceite al aumentar la cantidad de
agua de riego aplicada al olivo. Las pendientes de las rectas de regresion no presentaron valores
significativamente diferentes entre afos, sin embargo, los valores de las ordenadas en las rectas
de regresion de los pigmentos clorofilicos si, es decir, el tratamiento de riego afecté de la misma
manera al contenido de pigmentos fotosintéticos del aceite y el hecho distintivo entre campaiias
es el menor contenido de clorofilas el afno 1998.

Tabla 32.- Valores medios del contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides expresados
como mg de feofitina a y mg de luteina kg de aceite, respectivamente, y el correspondiente
nivel de significacion del andlisis de regresion en relacion con el tratamiento de riego aplicado
a los olivos.

Ano Tratamiento (K,.) Clorofilas Carotenos
T1 (0.25) 4.40 7.71
T2 (0.38) 4.56 5.63
T3 (0.50) 4.01 5.43
1998

T4 (0.57) 3.74 4.76
TS5 (0.64) 3.81 4.56
T6 (0.71) 1.66 2.40
T7 (0.85) 1.16 2.21
Nivel de significacion H* H*
R’ 0.76 0.92
Ordenada al origen 6.07 9.72
Pendiente -4.47 -9.06

1999 T1 (0.25) 8.49 9.69
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T2 (0.38) 9.14 9.92
T3 (0.50) 8.30 8.64
T4 (0.57) 7.75 8.17
TS (0.64) 7.13 7.63
T6 (0.71) 5.39 6.32
T7 (0.85) 5.25 6.06
Nivel de significacion HE HE

R’ 0.80 0.91
Ordenada al origen 11.1 12.1
Pendiente -6.76 -7.17
Ordenadas * ok NS

Pendientes NS NS

NS: no significativo (p>0.05); * (p<0.05); ** (p<0.01)

A Contraste de paralelismo y de términos independientes de las
regresiones de los dos afos estudiados para cada uno de los
pardmetros

Una posible explicaciéon para la disminucién de los pigmentos clorofilicos y carotenoides al
aumentar el volumen de agua aplicada al cultivo estarfa relacionada con el hecho de que las
pastas de las olivas de los tratamientos mds regados (T6 y T7) son mds fluidas debido a su
contenido de agua ligeramente superior (Tabla 29) por lo que atraviesan las cribas del molino
mas rapidamente sufriendo sus tejidos menos dafio, lo que podria implicar una reduccién de la
extraccion de pigmentos, localizados en su mayor parte en los tejidos epidérmicos. Los aceites
que contienen mas pigmentos clorofilicos son a su vez los mds ricos en pigmentos carotenoides,
lo que indica que las posibles modificaciones en el proceso de extraccion son paralelas. El
exceso de agua podria condicionar una menor obtencion de coloracién del aceite y proporcionar
un comportamiento anormal con una notable falta de textura de la pulpa de estas olivas
(Martinez y col., 1975).

El color es una caracteristica fundamental en la calidad del aceite de oliva virgen, directamente
relacionado con el contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides, por lo que la tonalidad
del aceite sigue igual evolucién que los pigmentos. En la tabla 33 se muestran los valores de las
coordenadas cromadticas L*, a* y b*. L* representa la luminosidad y puede tener valores
incluidos en el intervalo que va de 0 (negro) a 100 (blanco), a* representa la cantidad de rojo (+)
a verde (-) y b* representa la cantidad de amarillo (+) a azul (-). Al igual que el contenido de
pigmentos fotosintéticos, el color de los aceites se ha visto afectado por el riego.

El valor de L* aumenta de una manera lineal con el agua de riego aplicada al cultivo. Los
valores de las pendientes de las dos rectas que definen esta relacién no son significativamente
diferentes aunque si lo son sus ordenadas, por lo tanto la diferencia entre campaiias radica en
que en 1998 los aceites presentan colores mds luminosos que en 1999. Una parte de la luz que
incide sobre el aceite es reflejada, otra es transmitida y otra es captada por los pigmentos
fotosintéticos del aceite. El pardmetro L* hace referencia a la cantidad de luz reflejada o
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transmitida dentro de un mismo tono y saturacién por lo que en los aceites de 1999 en los que el
contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides es superior, la luz captada por éstos serd
también superior implicando aceites menos luminosos con valores inferiores de L*. Este hecho
también podria dar razén del aumento de luminosidad al aumentar el volumen de agua aplicada
al olivo, ya que como hemos indicado anteriormente, a mayor dosis de agua de riego menor
contenido de pigmentos en el aceite.

Existe una relacion lineal de pendiente negativa entre el coeficiente de cultivo (K.) y las
coordenadas cromdticas a* y b* (tonalidad). La tendencia seguida por a* ha sido la misma
durante los dos afios, no observandose diferencias significativas ni entre pendientes ni entre
ordenadas. En relacién con el pardmetro b*, al aumentar el volumen de agua aplicada a los
arboles su valor disminuye mas rdpidamente en los aceites obtenidos en 1998 que en los de
1999. Algunos trabajos evidencian una clara relacién entre b* y el contenido de pigmentos
carotenoides (Minguez y col., 1991). En 1998 los aceites pertenecientes a los tratamientos mas
regados mostraron un contenido de pigmentos carotenoides marcadamente inferior que los de
tratamientos menos regados.

De acuerdo con trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigacién en aceites
comerciales de la variedad Arbequina (Motilva y col., 1998) observamos una tendencia de la
coordenada a* hacia valores mas negativos (zona verde) y de la b* hacia valores inferiores
(zona azul) en aquellos aceites con menor contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides.

Tabla 33.- Valores medios de las coordenadas cromaticas L*, a* y b* de
los aceites y el correspondiente nivel de significacion del andlisis de
regresion en relacién con el tratamiento de riego aplicado a los olivos.

Anio  Tratamiento (K,.) L* a* b*
T1 (0.25) 90.2 -3.44 85.1
T2 (0.38) 90.0 -4.28 81.4
1998 T3 (0.50) 89.7 -4.21 77.7
T4 (0.57) 90.6 -4.85 72.1
TS (0.64) 90.9 -5.48 66.8
T6 (0.71) 94.6 -5.85 38.3
T7 (0.85) 94.7 -6.47 32.8
Nivel de significacion * *% *%
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R’ 0.64 0.95 0.82

Ordenada al origen 87.5 -2.10 117.3

Pendiente 6.30 -5.10 -94.0

T1 (0.25) 84.0 -2.46 108.4

T2 (0.38) 84.7 -2.52 112.3

T3 (0.50) 84.0 -2.70 105.7

1999 T4 (0.57) 84.3 -3.95 103.4

T5 (0.64) 85.7 -3.78 105.1

T6 (0.71) 86.6 -4.77 95.8

T7 (0.85) 88.3 -5.04 93.9
Nivel de significacion Hk Hk Hk
R’ 0.74 0.87 0.78

Ordenada al origen 81.5 -0.84 119.7

Pendiente 6.94 -4.97 -29.0
Ordenadas * * NS NS
Pendientes NS NS wE

NS: no significativo (p>0.05); * (p<0.05); ** (p<0.01)
A Contraste de paralelismo y de términos independientes de las regresiones de
los dos afios estudiados para cada uno de los pardmetros

Las modificaciones del color de los aceites al aplicar dosis de agua crecientes al olivo han
mostrado una tendencia semejante a la observada en el contenido de pigmentos carotenoides y
clorofilicos. En consecuencia, se ha realizado un analisis de correlacion entre las coordenadas
tricromaticas y las concentraciones de pigmentos fotosintéticos con el fin de confirmar su
relacién, asi como para determinar qué coordenada cromadtica estd mds relacionada con el
contenido de pigmentos de los aceites de la variedad Arbequina correspondientes al presente
ensayo.

En la tabla 34 se muestra la matriz de correlacién, para cada uno de los afos de
experimentacion, entre el contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides y las coordenadas
cromdticas. Se observa una correlacion negativa entre la luminosidad de los aceites y su
contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides, lo que significa que los aceites con menor
contenido de pigmentos fotosintéticos presentan mayor luminosidad. Se ha observado una
correlacion positiva entre el valor de a* y los pigmentos clorofilicos, contrariamente a lo
observado por Minguez y col. (1991) en aceites de la variedad Hojiblanca, quienes encontraron
correlaciones negativas entre ambos parametros. El coeficiente de correlacion es igualmente
positivo pero superior en aquellos casos en que participa la coordenada b* y los pigmentos
carotenoides, y esta correlaciéon se ve mejorada cuando introducimos el coeficiente b*/L*,
considerado de interés en el establecimiento de un indice de color (Minguez y col., 1991).



110 Capitulo 6

Tabla 34.- Matriz de correlacion entre las
coordenadas  cromdticas del  espacio
CIELAB vy la concentracion de pigmentos
clorofilicos y carotenoides de los aceites
(coeficiente de correlacion y nivel de

significacién).
Clorofilas  Carotenos

L* n 71 n 771

a* 0.62 0.76
0.0001 0.0001

b* 0.82 0.91
0.0001 0.0001

b*/L* 0.85 0.93
0.0001 0.0001

6.2.1.5.- Contenido de a-tocoferol y de polifenoles totales, estabilidad oxidativa e
indice de amargor de los aceites

El contenido de a-tocoferol de los aceites de las campafias 1998 y 1999 se muestra en la tabla
35. Se observa una disminucion de su contenido en el aceite a medida que aumenta la dosis de
riego, sin embargo esta tendencia s6lo es significativa en 1998.

En la tabla 35 se muestra el contenido de polifenoles totales de los aceites para cada campaia y
tratamiento de riego, observandose una relacion significativa (p<0.01) entre este pardmetro y el
coeficiente de cultivo (K.). Los datos se ajustan a un modelo lineal, al aumentar el volumen de
agua aplicada a los olivos, el nivel de polifenoles totales presentes en el aceite disminuye de una
manera lineal y significativa. Se ha realizado un contraste de paralelismo y de términos
independientes de las relaciones lineales correspondientes a los afios 1998 y 1999 mediante el
uso de variables ficticias no observandose diferencias ni en las pendientes ni en las ordenadas,
es decir, los dos afios de la experiencia se mantiene la misma relacién entre polifenoles totales
del aceite y volumen de agua aplicada a los olivos.
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Tabla 35.- Valores medios del contenido de o-tocoferol (mg kg de aceite) y de polifenoles
totales (mg de 4cido cafeico kg'] de aceite), estabilidad (horas) e indice de amargor (Ky,s) de los
aceites y el correspondiente nivel de significacion del andlisis de regresion en relacion con el
tratamiento de riego aplicado a los olivos.

Afio Tratamiento (K.) a-tocoferol Polifenoles  Estabilidad Kjs
T1 (0.25) 166.4 434.6 22.1 0.426
T2 (0.38) 167.8 370.7 20.4 0.353
1998 T3 (0.50) 1534 350.9 21.2 0.340
T4 (0.57) 154.1 341.3 20.7 0.324
T5 (0.64) 155.3 332.6 21.5 0.327
Té6 (0.71) 153.9 275.2 17.0 0.249
T7 (0.85) 158.1 262.7 18.3 0.264
Nivel de significacion NS ok o ok
R’ - 0.90 0.51 0.86
Ordenada al origen - 492.3 23.9 0.476
Pendiente - -275.0 -6.64 -0.270
T1 (0.25) 144.6 382.6 20.3 0.369
T2 (0.38) 143.7 311.5 18.8 0.305
T3 (0.50) 136.0 335.3 19.6 0.334
1999 T4 (0.57) 131.9 281.5 18.0 0.297
T5 (0.64) 130.4 282.3 17.9 0.294
Té6 (0.71) 127.8 221.6 16.4 0.241
T7 (0.85) 126.0 225.8 16.5 0.235
Nivel de significacion wE wE o wE
R’ 0.94 0.86 0.84 0.86
Ordenada al origen 154.2 437.5 219 0.414
Pendiente -35.5 -262.9 -6.62 -0.213
Ordenadas * - NS NS NS
Pendientes - NS NS NS

NS: no significativo (p>0.05); * (p<0.05); ** (p<0.01)
A Contraste de paralelismo y de términos independientes de las regresiones de los dos afios estudiados
para cada uno de los pardmetros
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La biosintesis de los compuestos fendlicos en las plantas es muy sensible a las condiciones
ambientales (Parr and Bolwell, 2000). Recientes investigaciones llevadas a cabo por Patumi y
col. (1999) han mostrado que la actividad en olivas del enzima fenilalanina amonio liasa (PAL,
EC 4.3.1.5) en la ruta fenilpropanoide de la sintesis de compuestos fendlicos y el contenido de
polifenoles totales del aceite obtenido a partir de ellas disminuia al incrementar el agua de riego
aplicada a los arboles. Esto explicaria el contenido mds elevado de polifenoles en los aceites
procedentes de drboles sometidos a un mayor déficit hidrico.

El comportamiento del indice de amargor (Kys) y la estabilidad oxidativa de los aceites es el
mismo que el descrito para los polifenoles totales (Tabla 35). Se observa una relacién lineal
negativa entre K. y estos pardmetros. En ambos casos, indice de amargor y estabilidad
oxidativa, no existen diferencias significativas ni en las pendientes ni en las ordenadas de las
regresiones entre las dos campaias.

El amargor es uno de los atributos del aceite de oliva virgen relacionado con el contenido de
polifenoles totales (Montedoro y col., 1978). Su intensidad es variable e influye en la aceptacién
del aceite por parte del consumidor. Sacchi y col. (1995, 1996) observaron que el contenido
fendlico, determinado bien por colorimetria o por HPLC estaba relacionado con la
caracterizacion amargo-picante de los aceites evaluados por paneles de cata.

Aunque no se ha establecido un limite, la experiencia ha mostrado que valores de K;,s del orden
de 0.360 o superiores corresponden a aceites amargos, de amargor muy intenso o
extremadamente intenso que son rechazados por una parte de los consumidores (Gutiérrez y
col., 1992b). En los aceites obtenidos en este ensayo de riego observamos que los aceites
correspondientes al tratamiento mds extremo en cuanto a menor agua de riego aplicada,
tratamiento T1, muestran valores superiores al limite teérico de 0.360. De hecho, en los aceites
de la campafia 1999, donde se realiz6 una evaluacién organoléptica de los mismos, los catadores
indicaron que el aceite procedente del tratamiento T1 presentaba elevadas intensidades de los
atributos amargo y picante, no siendo demasiado aconsejable para su comercializacién directa.

La estabilidad del aceite de oliva frente a la oxidacién es debida principalmente a la
composicién triglicérica y a los compuestos fendlicos que se derivan de los precursores
glucosilados presentes en el fruto. Diversos investigadores han observado una relacién lineal
entre el contenido de compuestos fendlicos del aceite y su estabilidad (Vazquez y col., 1973;
Gutfinger, 1981; Papadopoulos and Boskou, 1991; Tsimidou y col., 1992b; Baldioli y col.,
1996). Sin embargo, en el proceso de autooxidacion del aceite también participan otros
componentes cuya concentracién podrd influir en la estabilidad del mismo. Se ha realizado un
andlisis de regresiéon multiple paso a paso (stepwise) entre la estabilidad oxidativa y los
componentes quimicos del aceite analizados en el presente trabajo (4cidos grasos, pigmentos
clorofilicos y carotenoides, o-tocoferol y polifenoles totales). Para determinar el modelo que
define cuantitativamente la relaciéon de dependencia del parametro estabilidad y el resto de las
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variables analizadas, hemos utilizado un 75% de las muestras correspondientes a las campafias
1998 y 1999, utilizando el 25% restante para validar el modelo obtenido.

El resultado de la regresion mdltiple (Tabla 36) nos indica que Unicamente las variables dcido
oleico y polifenoles totales son significativas. Atendiendo a los coeficientes estimados, la
expresion matematica de la ecuacion es la siguiente:

Estabilidad = 1.13°10™'e (% 4cido oleico) + 3.50°10% (polifenoles totales)
El coeficiente de determinacién multiple ajustado indica que las dos variables logran explicar el
99.16% de la variabilidad de la estabilidad del aceite. Ambas son significativas a un nivel de

confianza del 99%.

Tabla 36.- Andlisis de regresion multiple para la estabilidad.
Variable dependiente: Estabilidad

Variables Coeficiente Error Estadistico Valor
independientes estimado estandar T p

Acido oleico 0.112554 0.0100547 11.1942 0.0000
Polifenoles totales 0.0349512  0.00232546 15.0298 0.0000

R*-ajustado 99.16%

En la figura 10 estdn representados los valores predichos por el modelo para el conjunto de
datos no incluidos inicialmente para la determinacién del mismo, frente a los valores
observados e indica el grado o bondad de ajuste de los datos. La recta que relaciona los valores
predichos con los observados tiene una pendiente cercana a la unidad y un coeficiente de
determinacion elevado (89.40%).

Basandonos en los resultados obtenidos podemos indicar que el porcentaje de dcido oleico y la
concentracién de polifenoles totales contribuyen positivamente a la estabilidad del aceite frente
a los procesos oxidativos.
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Figura 10.- Valores predichos frente a observados para la estabilidad.

Debido al similar comportamiento frente al riego observado para los polifenoles totales y el
indice de amargor se ha procedido a determinar la relacién existente entre estos pardmetros en
los aceites obtenidos en el ensayo (Tabla 37). De acuerdo con los resultados observados se
puede asumir que existe evidencia de que un incremento en la concentraciéon de polifenoles
totales ocasiona un incremento del indice de amargor del aceite. El coeficiente de determinacién
ajustado indica que la variable contenido de polifenoles totales logra explicar el 98.66% de la
variabilidad del indice de amargor.

Tabla 37.- Andlisis de regresion entre las variables polifenoles totales e indice de
amargor (Kys).

Variable dependiente: Indice de amargor

Variables Coeficiente . Estadistico Valor
. . . Error estandar

independientes estimado T p
Polifenoles totales 0.000992563 0.0000111512 89.0099 0.0000

R’-ajustado 98.66%

6.2.1.6.- Caracteristicas organolépticas del aceite

La evaluacién sensorial de los aceites obtenidos en la experiencia de riego lineal durante la
campaia 1999, correspondiente al ultimo afo del estudio, se expone en la tabla 38.
Independientemente del tratamiento de riego, en ninguno de los aceites se percibieron atributos
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negativos o defectos y todos fueron clasificados, respecto a la evaluacidon sensorial, como
aceites de oliva virgen extra. El aceite perteneciente al tratamiento menos regado, T1, obtuvo
una puntuacion global superior al resto.

Tabla 38.- Puntuacién global y atributos sensoriales de los aceites de la campafia 1999 en
relacién con el tratamiento de riego aplicado a los olivos.

Atributos positivos "
Tratamiento Puntuacion Frutos .

(K,) global®  Frutado Manzana maduros Verde Amargo Picante Dulce
e ———
T1 (0.25) 7.7 2.5 1.1 0.8 2.1 2.6 2.5 1.6
T2 (0.38) 7.3 2.0 0.8 0.7 1.6 2.1 24 1.6
T3 (0.50) 7.4 2.2 0.9 0.0 1.8 2.3 2.5 1.6
T4 (0.57) 7.0 1.7 0.0 0.8 1.4 1.7 24 1.7
T5 (0.64) 7.3 2.1 0.8 0.8 1.8 2.2 24 1.7
T6 (0.71) 7.2 2.0 0.8 1.0 1.6 1.6 2.2 1.8
T7(0.85) 7.1 1.9 0.9 0.8 1.7 1.6 2.0 2.0

1 (calidad pésima), 9 (excepcional)
bO (casi imperceptible), 1 (ligera), 2 (ligera), 3 (media), 4 (grande), 5 (extrema)

Todos los aceites se caracterizaron por su nivel de frutado, sensacion fundamental en el aroma
de los aceites virgenes y reflejo de la materia prima de la cual proceden, siendo el aceite del
tratamiento con menos aporte de agua de riego el que presenté un mayor valor para este atributo
asf como para los atributos manzana, verde y amargo, siendo en este dltimo donde se observan
las mayores diferencias. Se aprecia una disminuciéon de la intensidad del atributo amargo
especialmente en los aceites de los tratamientos de mayor aporte de agua de riego, T6 y T7. La
intensidad del atributo picante es también inferior en los aceites de estos dos tratamientos. Sin
embargo, se observa un ligero aumento en la intensidad del atributo dulce al aumentar el agua
de riego aplicada a los olivos.

Ademads de estos atributos basicos, dentro del descriptor ‘otros atributos positivos’ los catadores
incluyeron los atributos nuez, nuez verde, almendra verde, tomate, tomate verde, anisado,
platano verde y alcachofa. Los atributos almendra verde, anisado y platano verde fueron
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percibidos en los aceites de los siete tratamientos de riego, mientras que los atributos tomate y
nuez se percibieron sélo en los tres tratamientos con mayor aporte de agua de riego (TS5, T6 y
T7), y el atributo tomate verde sélo se describié en los tratamientos con menor aporte de agua
de riego (T1, T2, T3 y T4).

Los compuestos fendlicos estdn estrechamente relacionados con los atributos amargo y picante,
concretamente los ésteres del hidroxitirosol son responsables de la sensacién amarga y picante
que es ocasionalmente dominante en el sabor del aceite de oliva (Emmons y col., 1996). Es por
ello que los aceites procedentes de los tratamientos en los que se ha aplicado una menor dosis de
agua de riego a los olivos, especialmente el T1, han mostrado un sabor mas amargo,
probablemente relacionado con el mayor contenido de polifenoles totales (Tabla 33). Estos
aceites se caracterizan también por un intenso flavor frutado y una acentuada nota del atributo
verde.

6.2.1.7.- Perfil cromatografico de los compuestos fendlicos del aceite

En el presente apartado se exponen los resultados del andlisis cromatogrifico de la fraccién
fendlica de los aceites obtenidos en la campafia 1999, correspondiente al dltimo afio de la
experiencia. Debido a los significativos cambios, detallados en el apartado 6.2.1.5., en la
concentracién de polifenoles totales del aceite en funcién de la dosis de agua de riego aplicada a
los olivos, se ha pretendido determinar en este apartado en qué medida estos cambios afectan a
la naturaleza y concentraciéon de los compuestos fendlicos, asi como qué compuestos especificos
estdn mas directamente relacionados con la estabilidad oxidativa y el indice de amargor (Ky,s)
del aceite.

En primer lugar se ha procedido a la caracterizacion de la fraccion fendlica de los aceites. En la
tabla 39 se detallan los compuestos fendlicos identificados, sus tiempos de retencién y su
concentracién media en el global de los aceites del ensayo, independientemente del tratamiento
de riego del que provienen y en la figura 11 se muestran los cromatogramas de los extractos
fendlicos de aceites correspondientes a tres de los siete niveles de riego aplicados en la
experiencia.
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Tabla 39.- Sumario de los compuestos fendlicos identificados, tiempos de retencién (TR) (min),

valores medios y rango de concentraciones (mg kg™ de aceite).

. . Concentracion
N°de pico Compuesto Abreviatura TR .
Media Rango
———————————
1 Hidroxitirosol 3,4-DHPEA 9.8 0.15 0-0.55
2 Tirosol p-HPEA 14.1 031 0.10-0.69
3 Acido vainillico - 17.5 0.24 0.09-0.55
4 Vainillina - 20.8 041 0.20-0.73
5 Acido p-cumérico - 229  0.09 0.04-0.15
6  o-lacetoxietih-1.2- 34-DHPEA-AC 235 613  21.4-131.0
dihidroxibenceno
Forma dialdehidica del 4cido
7 elendlico unida al 3,4-DHPEA-EDA 35.8 329.2  74.7-780.6
hidroxitirosol
g  Pommadialdehidicadeldeido ) ppps ppa 452 379 130864
elendlico unida al tirosol
9 Lignanos - 473 209.6 112.7-274.8
10 Oleuropeina aglicona 3,4-DHPEA-EA 53 65.4 25.6-157.7
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Figura 11.- Cromatogramas (a 278 nm) de los extractos fendlicos del aceite de la variedad
Arbequina de la campafia 1999. (a) Tratamiento de riego T1 (K.=0.25), (b) Tratamiento de riego
T4 (K.=0.57), (c) Tratamiento de riego T7 (K.=0.87). Consultar tabla 39 para identificar los
picos.
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En la primera parte del cromatograma encontramos una serie de fenoles sencillos como
hidroxitirosol (3,4-DHPEA) (Pico 1), tirosol (p-HPEA) (Pico 2), 4cido vainillico (Pico 3) y
acido p-cumdrico (Pico 5) que han sido determinados por diversos autores en aceites
procedentes de un amplio rango de variedades. También se ha encontrado vainillina (Pico 4) y
4-(acetoxietil)-1,2-dihidroxibenceno (Pico 6), descritos por primera vez por Brenes y col.
(1999) en variedades espaifiolas. Sin embargo, no hemos detectado otros compuestos fendlicos
previamente identificados en aceite de oliva como el acido cafeico, 4cido siringico, dcido
ferdlico, dcido o-cumdrico y dcido homovainillico (Montedoro y col., 1992b; Tsimidou y col.,
1996; Brenes y col., 1999).

La segunda parte del cromatograma es mds complicada debido a la presencia de un gran ndmero
de picos, relacionados algunos de ellos con compuestos fendlicos de elevado peso molecular. Se
ha confirmado por espectrometria de masas, debido a que ya habian sido descritos previamente
(Montedoro y col., 1993; Cortesi y col., 1995), que los picos 7, 8 y 10 corresponden
respectivamente a la forma dialdehidica del 4cido elendlico unida al hidroxitirosol (3.4-
DHPEA-EDA), a la forma dialdehidica del acido elendlico unida al tirosol (p-HPEA-EDA) y a
la oleuropeina aglicona (3,4-DHPEA-EA). El pico 9 corresponde a una mezcla de lignanos, 1-
acetoxipinoresinol y pinoresinol, identificados por primera vez en el aceite por Owen y col.
(1999) y Brenes y col. (2000).Los aceites de la variedad Arbequina analizados en este estudio se
caracterizan por la presencia de 3,4-DHPEA-EDA como compuesto mayoritario, seguido en
segundo lugar por la mezcla de lignanos (Tabla 37). Brenes y col. (1999) han caracterizado la
fraccion fendlica de diversos aceites de oliva espafioles, entre ellos aceites de la variedad
Arbequina producidos en Andalucia. Los resultados de ambos ensayos coinciden desde un
punto de vista cualitativo, ya que los compuestos identificados son practicamente los mismos,
sin embargo, desde un punto de vista cuantitativo, los aceites de oliva de drboles jovenes de la
variedad Arbequina cultivados en regadio en la zona de Lleida y objeto de este estudio
presentan un drea de pico correspondiente al compuesto 3,4-DHPEA-EDA considerablemente
superior a los aceites de Arbequina cultivada en Andalucia.

En Ia tabla 40 se detalla la concentracion de los compuestos fendlicos de los aceites en funcién
del tratamiento de riego. Entre los fenoles sencillos identificados, tan s6lo las concentraciones
de vainillina y de 3,4-DHPEA-AC se han visto afectadas por la cantidad de agua aplicada al
olivo. El contenido de vainillina en el aceite aumenta, mientras que el de 3,4-DHPEA-AC
disminuye, al incrementarse las dosis de riego aplicadas. Ambas relaciones se ajustan a
regresiones lineales (Tabla 39).

Todos los compuestos fendlicos complejos identificados y cuantificados se han visto afectados
por la estrategia de riego lineal (Tabla 40). Los compuestos 3,4-DHPEA-EDA, p-HPEA-EDA y
3,4-DHPEA-EA siguen la misma tendencia, su concentracién en el aceite disminuye de una
manera lineal al aumentar el volumen de agua aplicada a los olivos (Tabla 40). Sin embargo, la
relacion entre el coeficiente de cultivo (K.) y la concentracién de lignanos es cuadrética (Tabla
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41), mostrando los aceites correspondientes al tratamiento menos regado, T1, el menor
contenido de estos compuestos. El pinoresinol, uno de los lignanos mayoritarios, y sus
derivados han sido aislados en raices, hojas, flores y particularmente en la corteza de los
arboles, incluido el olivo (Tsukamoto y col., 1984, 1985). También se ha detectado en semillas
de sésamo (Kawagishi y col., 1994) y de lino (Meagher y col., 1999).

Numerosos estudios han mostrado que el grado de madurez del fruto tiene una importante
repercusion en el contenido de compuestos fendlicos del aceite (Vdzquez Roncero y col., 1971;
Cimato y col., 1990; Gutiérrez y col., 1999), sin embargo, en el presente ensayo de riego, en el
momento de la cosecha no se observé una relacion entre el volumen de agua de riego aplicado y
el indice de madurez alcanzado por los frutos, mostrando indices de madurez similares
independientemente del tratamiento de riego (Tabla 29). En consecuencia, las diferencias
observadas en el contenido de compuestos fendlicos no se pueden explicar, en nuestras
condiciones de ensayo, basiandose en un diferente grado de maduracién de los frutos. En este
caso se puede deducir que tiene una mayor influencia el estado hidrico del arbol que el grado de
maduracién de la oliva, ya que la variedad Arbequina cultivada en la zona de Lleida madura de
una forma peculiar, sin alcanzar un indice de madurez muy avanzado.

Tabla 40.- Valores medios del contenido de los compuestos fendlicos (mg kg™ de aceite) de
los aceites y el correspondiente nivel de significacion del andlisis de regresion en relacién con
el tratamiento de riego aplicado a los olivos.

Tratamientos de riego

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
3,4-DHPEA 023 018 017 009 010 019 012 NS
p-HPEA 033 033 032 028 023 037 028 NS
Acido vainillico 0.23 0.25 0.26 0.25 0.23 0.24 0.24 NS
Vainillina 031 034 041 041 042 050 046 ok

Acido p-cumdrico  0.09 0.10 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 NS
3,4-DHPEA-AC 75.9 69.3 65.2 62.9 535 49.3 51.8 ok
3,4-DHPEA-EDA 4428 4185 3983 3536 291.0 2124 183.0 ok
p-HPEA-EDA 50.9 44.4 43.5 38.9 37.1 27.4 23.1 ok
Lignanos 168.5 1925 198.8 2265 221.7 232.6  228.1 ok

3,4-DHPEA-EA 83.3 77.4 73.3 69.8 66.1 46.1 41.9 *%
NS: no significativo (p>0.05); * (p<0.05); ** (p<0.01)
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Tabla 41.- Ecuaciones de regresion que muestran el efecto del tratamiento de
riego (K.) aplicado a los olivos sobre algunos compuestos fendlicos de los

aceites.
Ordenada
Modelo al oricen b c
Vainillina Linear 0.238 0.302 -
3,4-DHPEA-AC Linear 86.9 -46.2 -
3,4-DHPEA-EDA Linear 597.1 -482.1 -
p-HPEA-EDA Linear 63.9 -46.8 -
Lignanos Cuadrético 100.6 312.0 -168.8

3,4-DHPEA-EA Linear 105.8 -72.8 -

De acuerdo con lo expuesto en el apartado 6.2.1.5. y los resultados de diversos investigadores,
el régimen hidrico al que se someten los olivos tiene un efecto sobre la concentracion de
compuestos fendlicos del aceite, mostrando un menor contenido los aceites que provienen de
parcelas mds regadas (Tabla 35), sin embargo, no todos los compuestos se ven afectados de la
misma manera. Por una parte, los compuestos fendlicos sencillos 3,4-DHPEA, p-HPEA, 4cido
vainillico y 4cido p-cumdrico presentes a bajas concentraciones no se han visto afectados por el
tratamiento de riego. El contenido de vainillina ha aumentado con la dosis de riego y el
contenido de lignanos ha resultado ser inferior en los aceites del tratamiento menos regado (T1),
mientras que el resto de compuestos fendlicos de naturaleza compleja han seguido la tendencia
inversa, su concentracioén ha disminuido al aumentar el agua aplicada a los olivos.

Las sustancias 3,4-DHPEA-EDA, p-HPEA-EDA y 3,4-DHPEA-EA constituyen una
considerable parte de la fraccion fendlica de los aceites de la variedad Arbequina obtenidos en
esta experiencia de riego, y han sido los principales responsables de la disminucién de los
polifenoles totales en los aceites de los tratamientos mds regados (Tabla 35). Estan relacionados
con un grupo especifico de compuestos del tipo cumarina, llamados secoiridoides. Proceden del
metabolismo secundario de los terpenos, de la ruta del dcido mevalénico y generalmente son
derivados de glucdsidos del tipo oledsido que se caracterizan por la combinacién del dcido
elendlico unido a una molécula de glucosa.

Una vez cuantificados los componentes de la fracciéon fendlica se ha correlacionado la
estabilidad oxidativa de los aceites (datos presentados en la tabla 35) con el contenido de los
diferentes compuestos fendlicos del aceite. La mejor correlaciéon se ha observado entre la
estabilidad y 3,4-DHPEA-EDA, p-HPEA-EDA y 3.,4-DHPEA-EA (r=0.76, p<0.001; r=0.60,
p<0.001; r=0.73, p<0.001, respectivamente). La actividad antioxidante de los polifenoles se
explica generalmente basiandose en sus grupos hidroxilos, especialmente en posicién orto. Se
considera al 3,4-DHPEA como el ortodifenol mds importante del aceite de oliva, el cual estd
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incluido en la estructura de 3,4-DHPEA-EDA y 3.4-DHPEA-EA. La falta de correlacién entre
3,4-DHPEA vy la estabilidad oxidativa es probablemente consecuencia de la baja concentracion
de este compuesto en los aceites analizados. Hemos observado que ademads de los compuestos
que poseen grupos hidroxilos en posicion orto, el éster que contiene p-HPEA, aunque en menor
grado, también juega un papel como antagonista de la reaccion de oxidacion del aceite. No se ha
encontrado relacién entre el contenido de lignanos y la estabilidad oxidativa. Brenes y col.,
(2000) han observado que los lignanos no se oxidan con facilidad y Montedoro y col., (1992b)
indicaron que un pico denominado 10, que de acuerdo con investigaciones realizadas
posteriormente debe corresponder a la mezcla de lignanos, era muy estable durante el proceso
de oxidacion del aceite.

También se ha realizado un estudio de la relacion entre el indice de amargor o Ky,s (datos
presentados en la tabla 35) y la concentracién de los diferentes compuestos fendlicos presentes
en el aceite observando una significativa correlacion positiva entre el contenido de 3,4-DHPEA-
EDA, p-HPEA-EDA y 3,4-DHPEA-EA en el aceite y el indice de amargor (r=0.78, p<0.001;
r=0.81, p<0.001; r=0.83, p<0.001 respectivamente). Estos tres compuestos estan relacionados
con el principal componente amargo de la oliva, el secoiridoide oleuropeina. El compuesto
vainillina parece tener un cierto efecto en las caracteristicas sensoriales de los aceites,
mostrando una correlacion negativa con el indice de amargor (r=-0.41, p<0.01).

Los diferentes perfiles cromatograficos de los extractos fendlicos de los aceites de oliva
procedentes de los siete tratamientos de riego confirman la complejidad de los procesos
bioquimicos que regulan la sintesis de los compuestos fendlicos de la oliva. El aporte de
diferentes volimenes de agua a los olivos implica un cambio en el perfil de los compuestos
fendlicos del aceite y en consecuencia se ven afectadas sus caracteristicas organolépticas y su
capacidad antioxidante.

6.2.2.- EFECTO DEL RIEGO LINEAL SOBRE LA ACUMULACION DE
POLIFENOLES Y LA ACTIVIDAD DEL ENZIMA PAL EN EL FRUTO
DURANTE EL PERIODO DE MADURACION

Finalizado el estudio de composicién del aceite de la primera campafia y a la vista de que el
riego lineal afectaba principalmente a la fraccién fendlica del aceite y a sus propiedades
relacionadas con ésta, en la segunda campaiia (afio 1999) se plante6 el objetivo de estudiar si la
reduccién del contenido de polifenoles en el aceite al aumentar el volumen de agua de riego,
pudiera ser consecuencia de una modificacion de la sintesis de polifenoles en la oliva durante el
periodo de maduracién del fruto. Para ello se procedié al andlisis de la actividad fenilalanina
amonio liasa (PAL, EC 4.3.1.5), enzima clave en la biosintesis de compuestos fendlicos y a la
cuantificacion de éstos en la pulpa de las olivas durante el periodo comprendido entre el 30/9 el
22/11, tal y como se describe en el apartado 5.2.5.2 de Material y Métodos.
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En este apartado se han realizado dos tipos de anélisis estadisticos; por un lado se ha aplicado
un andlisis de la varianza para estudiar la evolucién con el tiempo de cada pardmetro,
independientemente del tratamiento de riego, y por otro lado se ha aplicado un andlisis de
regresion para ver el efecto del tratamiento de riego en cada fecha de muestreo.

6.2.2.1.- Indice de madurez de la oliva y contenido de humedad y grasa de la pulpa

No se ha observado en ninguno de los cuatro muestreos realizados una relacion significativa
entre el volumen de agua aplicado al olivo y el indice de madurez de las olivas (Tabla 42), que
ha ido aumentando en todos los tratamientos de riego hasta llegar a valores en cosecha
comprendidos entre 2 y 3.

Tabla 42.- Efecto del tratamiento de riego (K,) y de la fecha de muestreo sobre el
indice de madurez de las olivas.

Fecha de muestreo®
Tratamiento (K.) 30/9 14/10 4/11 22/11
T1 (0.25) 0.99° 195° 233  292°¢ ok
T2 (0.38) 1.07° 1.54° 2.00° 3.01° ok
T3 (0.50) 0.97*° 1.25° 1.50° 2.19° o
T4 (0.57) 0.98 1.45 % 1.93° 3.07° ok
T5 (0.64) 0.98° 124% 145 206" ok
T6 (0.71) 1.01° 1.13° 144% 291" *
T7 (0.85) 1.05° 2.08° 2.63° 282° *
Nivel de significacion NS NS NS NS
A Valores con diferente letra difieren significativamente en relacién con la fecha de
muestreo

NS: no significativo (p>0.05); * (p<0.05); ** (p<0.01)

La humedad de la pulpa de las olivas sigue la misma evolucién con el tiempo en todos los
tratamientos de riego (Tabla 43). Entre el 30/9 y el 4/11, el contenido de agua permanece
practicamente constante, mientras que en el dltimo periodo de muestreo, coincidiendo con el
momento de cosecha, el porcentaje de humedad disminuye significativamente en todos los
casos. Este importante descenso podria deberse a una disminucién de la conductividad
hidraulica de las raices de la planta como consecuencia de las bajas temperaturas que se
registraron en la zona del estudio en esas fechas (Pavel y Fereres, 1998).

En relacién con el tratamiento de riego, en los tres primeros muestreos, el porcentaje de agua de
la pulpa aumenta paralelamente con el volumen de agua aplicada al olivo. En cosecha, esta
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relaciéon desaparece, siendo las diferencias entre tratamientos minimas probablemente como
consecuencia del marcado descenso de la humedad del fruto observado en todos los
tratamientos, atribuible, como se ha comentado, a la mencionada reduccion de la captacion de
agua por parte del olivo.

Tabla 43.- Efecto del tratamiento de riego (K.) y de la fecha de muestreo sobre
la humedad (%) de la pulpa de las olivas.

Fecha de muestreo”

Tratamiento (K,) 30/9 14/10 4/11 22/11
T1 (0.25) 5643%  5688% 5539%  47.17° o
T2 (0.38) 55178 5634% 53220 46.76° o
T3 (0.50) 5784%  5821%  5597%  48.79° *
T4 (0.57) 57328 5739% 562200 47.46° o
T5 (0.64) 5733% 56928  5586°%  47.22° o
T6 (0.71) 6096% 5887° 5808°  4851°€ o
T7 (0.85) 6154%  5972%  5913%  5071° %

Nivel de significacién ek * w3 NS

R 0.73 0.62 0.68 -

Ordenada al origen 52.6 55.1 51.9 -

Pendiente 9.85 4775 7.78 -

* Valores con diferente letra difieren significativamente en relacién con la fecha de

muestreo

NS: no significativo (p>0.05); * (p<0.05); ** (p<0.01)

En la tabla 44 se muestran los valores del contenido de grasa de la pulpa, expresado en base
seca. Las olivas de los tratamientos de riego de T1 a T6 muestran un significativo aumento de
su contenido graso entre el primer y el dltimo muestreo, sin embargo, las olivas del tratamiento
mds regado, T7, parecen haber alcanzado su contenido final de grasa en el periodo
correspondiente al primer muestreo, permaneciendo practicamente constante en los muestreos
posteriores.

El contenido graso de la pulpa aumenta con el agua aplicada sélo en el primer muestreo,
observiandose un avance en la acumulacion de grasa en el tratamiento mds regado. Al avanzar la
maduracién no existen diferencias entre tratamientos de riego, llegando a cosecha con
porcentajes de grasa similares, independientemente del volumen de agua aplicada al olivo.



Resultados y Discusion 125

Tabla 44.- Efecto del tratamiento de riego (K.) y de la fecha de muestreo sobre
el contenido graso de la pulpa (% en base seca) de las olivas.
Fecha de muestreo®

Tratamiento (K,) 30/9 14/10 4/11 22/11
T1 (0.25) 39328 4254°  44.15° 44790 k%
T2 (0.38) 39961 4152 4256%  4434¢  *x
T3 (0.50) 41.10%  4273° 4280  44.09° *
T4 (0.57) 40.88°%  43.13° 44220 4505°€ ok
T5 (0.64) 4106% 4216 4297%  4427°¢ *
T6 (0.71) 4121%  4353° 4412 4455°¢ ok
T7 (0.85) 42.74 43.74 43.80 44.18 NS

Nivel de significacién *k NS NS NS

R 0.90 - - -

Ordenada al origen 3.81 - - -

Pendiente 5.06 - - -

A Valores con diferente letra difieren significativamente en relacién con la fecha de

muestreo

NS: no significativo (p>0.05); * (p<0.05); ** (p<0.01)

6.2.2.2.- Actividad del enzima fenilalanina amonio liasa (PAL, EC 4.3.1.5)

En la tabla 45 se detallan los valores de actividad del enzima PAL en pulpa, clasificados en
funcién del tratamiento de riego y de la fecha de muestreo. Los resultados se expresan en base
seca ya que dan una idea de la actividad en valores absolutos, evitando el efecto del contenido
de humedad en la pulpa. La actividad PAL disminuye al avanzar la maduracion de las olivas en
todos los tratamientos de riego, sin embargo, esta disminucién no es estadisticamente
significativa en las olivas que proceden de los tres tratamientos que reciben un mayor aporte de
agua, TS5, T6 y T7, en los cuales se observan valores inferiores de actividad enzimdtica desde el
primer muestreo. La mayor actividad enzimatica observada en el primer muestreo en las olivas
correspondientes a los tratamientos menos regados no puede ser atribuida, en nuestras
condiciones experimentales, a diferentes estadios en la maduracién del fruto, ya que no se ha
observado ninguna relacién entre el tratamiento de riego y el indice de madurez de las olivas ni
en el primer muestreo ni en los realizados posteriormente (Tabla 42). Por lo tanto, la mayor
actividad PAL observada en los tratamientos menos regados en el muestreo realizado tras el
periodo de verano (30/9), podria deberse a una respuesta frente a una situacion de estrés del
cultivo, acentuado por las condiciones climaticas de la época estival (lluvia escasa y elevado
ETy).
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Tabla 45.- Efecto del tratamiento de riego (K.) y de la fecha de muestreo sobre
la actividad PAL (umol g ' peso seco h™) en la pulpa de las olivas.

Fecha de muestreo”

Tratamiento (K.) 30/9 14/10 4/11 22/11
T1 (0.25) 1998%  1973%  1890°  1554° 8
T2 (0.38) 2013% 1978 1571°  1468° %
T3 (0.50) 2052°  1934%  1617°  1491°
T4 (0.57) 1611°  1620° 1373 1224° 8
T5 (0.64) 16.60 15.04 14.20 13.26 NS
T6 (0.71) 16.41 14.55 14.89 12.84 NS
T7 (0.85) 14.29 12.30 13.18 9.94 NS

Nivel de significacién *k *% *% H*

R? 0.76 0.89 0.75 0.81

Ordenada al origen 23.6 24.4 19.5 18.1

Pendiente -10.5 -13.8 -7.68 -8.56

A Valores con diferente letra difieren significativamente en relacién con la fecha de

muestreo

NS: no significativo (p>0.05); * (p<0.05); ** (p<0.01)

Las variaciones de la actividad PAL durante el crecimiento y maduracién han sido estudiadas en
diverso frutos (Macheix y col., 1990). En algunos, la actividad del enzima es maxima en frutos
jovenes y disminuye rapidamente durante el crecimiento. Sin embargo, en otros frutos como el
tomate, la actividad PAL alcanza su maximo al final del crecimiento, justo antes de que el fruto
cambie de color, y después disminuye. En frutos como la uva, la cereza o la fresa, se observa un
incremento de la actividad PAL en la fase de madurez en la que se produce una acumulacién de
pigmentos antocidnicos. Debido a las condiciones climdticas que caracterizan esta zona y al
elevado riego de fuertes heladas en los meses de diciembre y enero, que condiciona el momento
de la cosecha, las olivas de la variedad Arbequina en el drea donde se localiza el ensayo de riego
no han alcanzado valores del indice de madurez superiores a 3 en el momento de cosecha, por lo
que no se observa un incremento de la actividad PAL ligado a sintesis y acumulacién de
antocianos, que tendria lugar en un periodo més avanzado de la maduracidon del fruto. Kubota y
col. (2001) estudiaron los cambios del contenido de polifenoles y de la actividad PAL en el
mesocarpo de dos variedades de melocotén durante el crecimiento del fruto. La curva de
crecimiento del melocotén, al igual que la de otros frutos de hueso corresponde, generalmente, a
una doble sigmoide. Durante la fase que denominaron 2, donde tiene lugar la lignificacién del
endocarpo, observaron la médxima actividad enzimdtica que disminuy6 hasta niveles minimos en
la fase posterior, la de expansion del tejido del mesocarpo conduciendo a la maduracién del
fruto. Haciendo un paralelismo con los datos obtenidos en nuestro ensayo, observamos que tiene
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lugar desde el primer muestreo, que corresponde a una fase posterior a la lignificacién del
hueso, una continua disminucion de la actividad PAL.

Hemos encontrado una relacién significativa, en las cuatro fechas de muestreo, entre la
actividad PAL en la pulpa de las olivas y el volumen de agua aplicada al cultivo, determinado
por el coeficiente de cultivo (K.), mostrando los valores superiores de actividad enzimatica las
olivas de los tratamientos menos regados. Comparando las 4 rectas de regresiéon observamos
que la actividad PAL se ve afectada por el tratamiento de riego de igual manera en los diferentes
estadios de desarrollo de la oliva que han sido muestreados, ya que las pendientes no han
resultado ser significativamente diferentes. En los dos ultimos muestreos, las ordenadas en el
origen son inferiores a los dos primeros muestreos, aunque se mantiene el ritmo de disminucién
de la actividad del enzima con el aumento de la dosis de riego, sus valores fluctian en un rango
inferior.

Los valores de actividad del enzima PAL determinados en la experiencia son inferiores a los
reportados por Patumi y col. (1999) en variedades italianas de olivo, sin embargo la tendencia
observada es similar. En dicho trabajo la actividad PAL mostraba valores superiores en las
olivas del tratamiento control, no regado, que en aquellos tratamientos diariamente regados con
diferentes porcentajes de la evapotranspiracién del cultivo. Los resultados obtenidos también
son consistentes con un estudio en melocotén en el que pone de manifiesto el efecto del estrés
hidrico sobre la actividad PAL (Kubota, 1996).

6.2.2.3.- Polifenoles totales de la pulpa de las olivas

En la tabla 46 se muestran los valores del contenido de polifenoles totales de la pulpa,
expresados en base seca, en funcion de los tratamientos de riego y las fechas de muestreo.
Durante el periodo en que se han realizado los muestreos se observa un descenso en el nivel de
polifenoles totales de la pulpa en todos los tratamientos de riego. Este descenso ha sido mas
evidente en el muestreo previo a cosecha. Diversos autores han reportado una disminucion de
sustancias fendlicas durante la maduracién de la oliva (Vazquez y col., 1971; Solinas y col.,
1978; Chimi y Atouati, 1994).

Se observa una relacion lineal negativa entre el coeficiente de cultivo (K.) y el contenido de
polifenoles totales de la pulpa de la oliva en todo el periodo muestreado, evidenciando una
disminucion de estos compuestos a mayores dosis de agua de riego (Tabla 46). Al igual que lo
observado para la actividad PAL, las pendientes de las 4 rectas que definen la relacion entre
dosis de riego y el contenido de polifenoles, no son significativamente diferentes entre fechas de
muestreo, sugiriendo que el tratamiento de riego causa el mismo efecto en el contenido de
polifenoles de la pulpa en los diferentes momentos del crecimiento del fruto muestreados en
este ensayo.
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Tabla 46.- Efecto del tratamiento de riego (K.) y de la fecha de muestreo sobre
el contenido de polifenoles totales (g kg ' peso seco) en la pulpa de las olivas.

Fecha de muestreo”
Tratamiento (K.) 30/9 14/10 4/11 22/11
T1 (0.25) 100902  10076% 8954  7674°  #x
T2 (0.38) 9538%  88.42% 8206°° 7140° @ *
T3 (0.50) 9617 8829 81.19%  7258°  x
T4 (0.57) 0897% 8025 8361°  6328°
T5 (0.64) 9284%  8276%  80.04°  6658° ok
T6 (0.71) 8691°% 7981°  78.62° 6624°  *
T7 (0.85) 8581°%  7949% 7608 6035°  *
Nivel de significacién * HE * ok
R2 0.74 0.79 0.82 0.82
Ordenada al origen 107.5 104.5 92.2 82.4
Pendiente -24.5 -33.8 -19.1 -25.5
A Valores con diferente letra difieren significativamente en relacién con la fecha de
muestreo

NS: no significativo (p>0.05); * (p<0.05); ** (p<0.01)

El contenido de polifenoles totales ha seguido una evolucién similar a la descrita para la
actividad PAL. El enzima PAL es clave en la biosintesis de los compuestos fendlicos, cataliza la
desaminacion oxidativa de la fenilalanina produciendo acido frans-cindmico. Generalmente, un
aumento o induccién de la actividad PAL conlleva un aumento en la acumulacién de sustancias
fendlicas en los tejidos de las plantas (Hahlbrock y Scheel, 1989; Régnier y Macheix, 1996;
Kubota y col., 2000), por ese motivo hemos correlacionado los valores de actividad del enzima
PAL en la pulpa de las olivas con el contenido de polifenoles de las mismas encontrando una
relacion positiva (r=0.65, p<0.001) que confirma la implicacion de la actividad del enzima PAL
en la biosintesis de los compuestos fendlicos en la oliva. En consecuencia, factores que pueden

modificar su actividad, como es el riego, afectardn también a la concentraciéon de compuestos
fendlicos en el aceite.

6.2.3.- DISCUSION GLOBAL DEL EFECTO DEL RIEGO LINEAL SOBRE LA
CALIDAD Y COMPOSICION DEL ACEITE DE OLIVA

Con el fin de conocer el efecto sobre la calidad del aceite de oliva de una variacién lineal en el
suministro de agua de riego, debido a una aplicacidon de distintos niveles del coeficiente de
cultivo (K,) en el cdlculo de la evapotranspiracion, en olivos jovenes de la variedad Arbequina,
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y de definir el coeficiente de cultivo mis adecuado desde un punto de vista de la composicién
del aceite, se han analizado los aceites obtenidos durante dos campafias oleicolas, 1998 y 1999.

La aplicaciéon de dosis crecientes de agua de riego no tuvo ninguna repercusién sobre los
pardmetros de calidad que determinan la categoria comercial del aceite de oliva (grado de
acidez, indice de perdxidos y absorbancia a 270 nm), pardmetros relacionados con el estado
sanitario del fruto y con su manipulacién antes y durante el proceso de extraccion del aceite.

El perfil de acidos grasos no se vio afectado en gran medida por los diferentes tratamientos de
riego. So6lo los 4dcidos palmitico, palmitoleico y linolénico mantuvieron el mismo
comportamiento las dos campaiias oleicolas. Los é4cidos palmitico y linolénico no se vieron
afectados por el riego, mientras que el porcentaje de 4cido palmitoleico se increment6 con las
dosis de agua de riego aplicadas. La biosintesis de los dcidos grasos del aceite de oliva se ha
visto mds afectada por la variable afio de cosecha, caracterizada por unas determinadas
condiciones climdticas, que por la aplicacién de diferentes cantidades de agua de riego.

En cambio, el régimen de riego si afectd al contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides
del aceite, de una forma mas marcada en los aceites de los dos tratamientos mas regados, T6 y
T7. Este efecto podria atribuirse al hecho de que al aumentar el volumen de agua aplicada al
olivo, las pastas que se obtienen son mds fluidas por su mayor porcentaje de humedad (Tabla
29), por lo que atravesarian las cribas del molino con mds facilidad, sufriendo sus tejidos un
menor dafo y por lo tanto obteniéndose una menor extracciéon de los pigmentos localizados
principalmente en el epicarpo de los frutos.

La tonalidad de los aceites siguié la misma evolucién que los pigmentos, de hecho se han
observado correlaciones positivas entre las coordenadas cromadticas a* y b* y los pigmentos
clorofilicos y carotenoides (Tabla 34). La luminosidad de los aceites (L*) aument6 de una
manera lineal con el agua de riego aplicada al cultivo, al implicar este aumento una disminucién
del contenido de pigmentos y por lo tanto una disminucién de la luz captada por los mismos.

El contenido de a-tocoferol de los aceites s6lo se vio afectado de una manera significativa por
la variaciéon de la cantidad de agua aplicada al olivo el afio 1999, observandose un menor
contenido al aumentar la dosis de riego. Sin embargo, el rango de variacién de este compuesto
en el global de los aceites es muy estrecho como para resultar relevante.

El principal pardmetro, junto con los pigmentos fotosintéticos del aceite, que se vio afectado por
el tratamiento de riego fue el contenido de polifenoles y como consecuencia directa, la
estabilidad oxidativa y el indice de amargor de los aceites. La aplicacién de dosis crecientes de
agua de riego implicé la obtencién de aceites con un menor contenido de polifenoles, éstos
disminuyeron de una manera lineal al aumentar las dosis de riego. El mayor contenido de



130 Capitulo 6

polifenoles en los tratamientos menos regados podria ser consecuencia de una mayor sintesis en
los frutos o de una mejor extraccion de los mismos durante la obtencion del aceite.

La biosintesis de compuestos fendlicos en las plantas es sensible a las condiciones ambientales,
por lo tanto el estado hidrico del cultivo podria afectar a la misma a través de una regulacion de
la actividad del enzima PAL, enzima clave en la ruta fenilpropanoide de la sintesis fendlica. Por
otra parte, podria existir un efecto del proceso de extraccién. Un menor contenido de agua en las
pastas implicarfa por una parte, una menor solubilizacién de polifenoles en la misma que
podrian ser arrastrados en el alpechin, y también implicaria una mayor efectividad en la
extraccion de polifenoles unidos a polisacaridos en el proceso de trituracion en el molino.

Los aceites de los tratamientos menos regados presentan una mayor estabilidad frente a la
oxidacién y un indice de amargor superior. Teniendo en cuenta que Gutiérrez y col., (1992b)
establecieron que valores del indice de amargor del orden de 0.360 corresponden a aceites
amargos, de amargor muy intenso o extremadamente intenso que son rechazados por una parte
de los consumidores, los aceites de los tratamientos menos regados, T1, T2 y T3 que mostraron
valores superiores (T1) o cercanos (T2 y T3) a este teérico valor limite, entrarian dentro de la
categoria de aceites amargos. De hecho, en la evaluacién organoléptica de los aceites de la
campafia 1999, el aceite del tratamiento T1 se caracterizo por presentar elevadas intensidades de
los atributos amargo y picante, no siendo demasiado aconsejable su comercializacion directa. A
pesar de este hecho, el aceite del tratamiento T1 obtuvo una puntuacién global superior al resto
de los aceites, debido a que el atributo amargo y picante son notas sensoriales inherentes a los
aceites provenientes de olivas con un elevado contenido de compuestos fendlicos, y no
penalizan su calidad. Ahora bien, desde el punto de vista del consumidor puede influir en su
aceptacién. Todos los aceites fueron clasificados, respecto a la evaluacién sensorial como
aceites de oliva virgen extra.

Con el propésito de determinar si un efecto sobre la sintesis de compuestos fendlicos es una de
las posibles causas del incremento de los mismos en los aceites de los tratamientos menos
regados, en el aio 1999 se determind la actividad PAL y el contenido de polifenoles totales de
la pulpa de la oliva durante el periodo de maduracién del fruto, observandose que la relacién
entre ambos pardmetros y el coeficiente de cultivo se ajustaba a un modelo lineal negativo. Un
aumento de la dosis de agua de riego implicé una menor actividad del enzima y en consecuencia
un menor contenido de polifenoles. A partir de estos resultados podria considerarse que un
estrés hidrico en el cultivo implica una mayor actividad del enzima PAL y por lo tanto un mayor
contenido de polifenoles en el fruto.

Partiendo de la base de que el riego afecta al nivel de polifenoles totales del aceite, el afio 1999
se analizaron mediante HPLC los extractos fendlicos de los aceites con el fin de determinar en
qué medida estos cambios afectaban a la naturaleza y composicién de los compuestos fendlicos.
De entre los fenoles sencillos identificados s6lo se vieron afectados por el régimen de riego la
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vainillina y el 3,4-DHPEA-AC. El primero aumentd con la dosis de riego, mientras que el
segundo disminuyd. Ambas relaciones se ajustaron a regresiones lineales. Todos los compuestos
fendlicos complejos identificados se vieron afectados por el riego. Aquellos relacionados
biosintéticamente con un grupo especifico de compuestos del grupo cumarina, llamados
secoiridoides, fueron los principales responsables de la disminucidn de los polifenoles totales en
los aceites de los tratamientos mas regados, ya que su concentracion disminuyé al aumentar la
cantidad de agua de riego aplicada al cultivo. La concentracién de lignanos, correspondiente a
una mezcla de pinoresinol y acetoxipinoresinol, fue significativamente menor en los aceites del
tratamiento menos regado (T1). Los lignanos son compuestos presentes en las partes lefiosas de
las plantas,y en este caso los lignanos formarfan parte del endocarpo de las olivas.

El aporte de diferentes cantidades de agua a los olivos implicé un cambio en el perfil de los
compuestos fendlicos del aceite, viéndose en consecuencia afectadas su capacidad antioxidante
y sus caracteristicas organolépticas ya que son los derivados secoiridoides los que presentan una
importante correlacién positiva tanto con la estabilidad como con el indice de amargor de los
aceites.

En los resultados correspondientes a la parte del estudio dedicada al control del ensayo de riego
y a la respuesta del cultivo en relaciéon con las variables vegetativas, fisiolégicas y de
produccién (Luna, 2000) se concluyé que los coeficientes de cultivo (K.) dptimos eran de 0.64
para los pardmetros relacionados con produccién y crecimiento vegetativo, de 0.69 para el
rendimiento de aceite y de 0.72 para la produccién de oliva. A partir de los resultados obtenidos
en el presente trabajo y desde el punto de vista de la calidad y composicion quimica del aceite
podemos decir que la aplicaciéon de dosis crecientes de agua de riego a olivos jévenes de la
variedad Arbequina en las condiciones del ensayo, aunque no afecta a los pardmetros cldsicos
de calidad del aceite de oliva, si que tiene un claro efecto sobre el contenido de pigmentos
fotosintéticos del aceite y sobre el contenido de polifenoles. Es en los aceites correspondientes a
los tratamientos con mayor aporte de agua T6 (K.=0.71) y T7 (K.=0.85) donde la disminucién
de pigmentos clorofilicos y carotenoides es notablemente superior, asi como en el contenido de
polifenoles, lo que implica una disminucion de la estabilidad de los aceites frente a la oxidacién
y un menor indice de amargor. En el extremo opuesto se encuentran los aceites de los tres
tratamientos menos regados, T1 (K.=0.25), T2 (K.=0.38) y T3 (K.=0.50), que presentan un
elevado contenido de polifenoles y por lo tanto una mayor resistencia a la oxidacion, pero con el
inconveniente de resultar aceites amargos. Sobre la base de estos resultados y desde el punto de
vista de composicién del aceite, los tratamientos mds adecuados parecen encontrarse en las
posiciones intermedias, que corresponderian a los tratamientos T4 (K.=0.57) y TS5 (K.=0.64),
ligeramente inferiores a los considerados 6ptimos para el rendimiento en aceite y la produccién
de oliva.
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7.1.- Experiencia de riego deficitario controlado.

De acuerdo con los objetivos planteados en el apartado 3.1, las conclusiones obtenidas en
referencia a la experiencia de riego deficitario controlado, basada en la reduccién del agua de
riego durante el periodo de médxima demanda evaporativa del olivo (Julio-Septiembre) que
coincide con el periodo de endurecimiento del hueso, son las siguientes:

e Lareduccién de las dosis de riego durante la época estival no ha afectado al perfil de dcidos
grasos del aceite, ni siquiera en el periodo posterior a la aplicacién de las estrategias de
riego.

e Tras haber finalizado el periodo de reduccién en la aplicacién de agua de riego a los olivos,
los aceites del tratamiento control muestran la menor concentraciéon de pigmentos
clorofilicos y carotenoides, incrementindose su contenido cuanto mayor ha sido la
reduccién de agua aportada al olivo. Los valores de la coordenada cromética b* siguen una
evolucion paralela a los pigmentos. El contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides
se iguala en los aceites de los diferentes tratamientos, no mostrando en cosecha diferencias
significativas.

e A lo largo del periodo de maduraciéon de la oliva, el contenido de polifenoles y la
estabilidad han sido significativamente superiores en los aceites del tratamiento de riego
mas deficitario, RDC-25, observiandose las mayores diferencias en el primer muestreo
realizado tras la finalizacidn de la reduccion en el aporte de agua de riego.

e En relacién con el estudio de tres campafias oleicolas consecutivas, los pardmetros de
calidad comercial cldsicos indican que todos los aceites obtenidos en la experiencia
cumplen la normativa exigida por el Reglamento europeo para ser considerados aceites de
oliva virgen extra, independientemente del tratamiento de riego.

e La aplicacién de estrategias de RDC no ha afectado de una manera significativa al perfil de
dcidos grasos del aceite, a pesar del hecho de que la reduccién en el aporte de agua tiene
lugar en un momento importante en la biosintesis y acumulacién del aceite. La variable
campaia ha resultado ser el factor mds influyente en la composicién acidica de los aceites
obtenidos en el ensayo, habiéndose observado que en la campafia 1997, caracterizada por
una alta pluviometria durante el periodo estival, los aceites han sido mds ricos en 4cido
palmitoleico y linoleico, mientras que ha sido menor la proporcién de dcido oleico.

e FEl contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides del aceite no se ha visto afectado por
el RDC, observandose un mayor efecto de la variable campaiia, relacionada con la
climatologia del afio. Paralelamente, el color del aceite, definido por las coordenadas
cromdticas L*, a* y b*, no se ha visto afectado por la aplicacién de las estrategias de RDC.
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e El contenido de a-tocoferol de los aceites ha presentado una tendencia a disminuir
conforme disminuye el aporte de agua al olivo en el periodo estival, sin embargo, el rango
en que oscilan los valores de este parametro en el global de los aceites es demasiado
estrecho para resultar de relevancia en el plano bioldgico o nutricional.

e Al disminuir el volumen de agua de riego aplicada durante los meses de Julio-
Septiembre, ha aumentado el contenido de polifenoles totales del aceite, siendo
especialmente significativo en el caso del tratamiento mds deficitario (RDC-25).
Este incremento podria ser consecuencia del mayor contenido de agua de las olivas
correspondientes a los tratamientos mas regados, que daria lugar a un mayor arrastre
de compuestos hidrosolubles con el alpechin durante el proceso de extraccién del
aceite. O bien, consecuencia de una mayor sintesis de compuestos fendlicos en la
oliva como respuesta al estrés hidrico. Sin embargo, el RDC no ha afectado a la
sintesis de polifenoles en la pulpa de la oliva, por lo que el incremento del contenido
de polifenoles del aceite al reducir el agua de riego no se podria atribuir en su
totalidad a un incremento de la sintesis en respuesta al estrés hidrico. No obstante,
hay que puntualizar que el contenido de polifenoles se ha determinado en la pulpa
de la oliva, lo que no permite asegurar que no se haya visto afectado el contenido de
polifenoles del hueso. Hay que considerar que una parte importante de los
componentes fendlicos del aceite lo forman los lignanos, presentes en el endocarpo
de los frutos. Se ha observado que la variable campafia es un factor claramente
influyente, poniendo de manifiesto que la presencia de lluvias durante el
crecimiento y maduracion de las olivas provoca una disminucién del contenido de
polifenoles en los aceites.

e Paralelamente a los polifenoles, la estabilidad oxidativa y el indice de amargor (Ky,s) del
aceite se han visto afectados por la estrategia de riego aplicada al olivo. Ambos pardmetros
aumentan de forma significativa con la reduccién del aporte de agua de riego, de forma que
el tratamiento mds deficitario (RDC-25) presenta los maximos valores.

e Todos los aceites obtenidos han sido clasificados respecto a la evaluacién sensorial como
aceites de oliva virgen extra, independientemente del tratamiento de riego aplicado. Los
aceites procedentes de los tratamientos de riego deficitarios han destacado por el grado de
intensidad del atributo frutado. Los atributos amargo y astringente presentan intensidades
ligeramente superiores en los aceites del tratamiento mds deficitario (RDC-25), lo que
podria ser debido a su mayor contenido de polifenoles.
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A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo y desde el punto de vista de la calidad
y composicién quimica del aceite, podemos decir que los aceites procedentes de la estrategia
RDC-25 son los que difieren significativamente, tomando como referencia a los aceites del
tratamiento control, caracterizindose por un mayor contenido de polifenoles y por lo tanto una
mayor estabilidad frente a la oxidacidn, pero con el riesgo subsiguiente, en funcién de la
climatologia del afio, en especial el régimen de lluvias, de presentar una excesiva intensidad del
atributo amargo. Por lo tanto, se puede concluir que las estrategias RDC-75 y RDC-50 suponen
un ahorro considerable de agua en relacién con el control y sin embargo, muestran un contenido
de polifenoles ligeramente mds elevado, que implica una mayor intensidad del atributo frutado y
una puntuacion global en la evaluacién sensorial ligeramente superior. La estrategia RDC-25
supone un importante ahorro de agua, pero tiene como consecuencia aceites excepcionalmente
amargos y a la larga la productividad del olivo se ve afectada (de acuerdo con los resultados de
Alegre, 2001).

7.2.- Experiencia de riego lineal.

De acuerdo con los objetivos planteados en el apartado 3.2, las conclusiones referentes a la
experiencia de riego lineal, basada en la aplicacién de dosis crecientes de agua de riego en
funcién de la utilizacién de diferentes coeficientes de cultivo (K.) para el cédlculo de las
necesidades hidricas del olivo, son las siguientes:

e En relacién con el estudio de dos campafias oleicolas consecutivas, los pardmetros de
calidad comercial cldsicos indican que todos los aceites obtenidos en la experiencia
cumplen la normativa exigida por el Reglamento europeo para ser considerados aceites de
oliva virgen extra, independientemente del tratamiento de riego.

e El perfil de dcidos grasos del aceite se ha visto mds afectado por la variable campana,
caracterizada por unas determinadas condiciones climdticas, que por la aplicacién de
diferentes cantidades de agua de riego.

e Se ha observado una relacioén lineal negativa entre el coeficiente de cultivo (K.) y el
contenido de pigmentos clorofilicos y carotenoides del aceite, lo que implica una reduccién
de los pigmentos al aumentar la cantidad de agua de riego aplicada al olivo. Este efecto
podria atribuirse al hecho de que al aumentar el volumen de agua aplicada al olivo, las
pastas que se obtienen son mds fluidas, por su mayor porcentaje de humedad, por lo que
atravesarian las cribas del molino con mads facilidad, sufriendo sus tejidos un menor dafio y
por lo tanto obteniéndose una menor extracciéon de los pigmentos localizados
principalmente en el epicarpo de los frutos. Paralelamente, el color del aceite, definido por
las coordenadas crométicas L*, a* y b*, se ha visto afectado de forma similar.
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e El contenido de «a-tocoferol de los aceites ha presentado una tendencia a disminuir
conforme aumenta el aporte de agua al olivo, sin embargo, el rango en que oscilan los
valores de este pardmetro en el global de los aceites es demasiado estrecho para resultar de
relevancia en el plano biolégico o nutricional.

e La aplicacion de dosis crecientes de agua de riego ha implicado la obtencidn de aceites con
un menor contenido de polifenoles totales, que disminuyen de una manera lineal al
aumentar la dosis de riego. El mayor contenido de polifenoles en los tratamientos menos
regados podria ser consecuencia de una mayor sintesis en los frutos o de una mejor
extraccion de los mismos durante la obtencién del aceite.

e Se ha observado una relacién significativa, a lo largo del periodo de maduracién del fruto,
entre la actividad PAL y el contenido de polifenoles en la pulpa de las olivas y el volumen
de agua aplicada al cultivo, determinado por el coeficiente de cultivo (K.). Un aumento de
la dosis de agua de riego ha implicado una menor actividad del enzima PAL y un menor
contenido de polifenoles, pudiendo considerarse que un estrés hidrico en el cultivo implica
una mayor sintesis de compuestos fendlicos.

e En los aceites de oliva virgen de la variedad Arbequina procedentes de arboles jovenes
cultivados en la zona de Lleida obtenidos en este ensayo se encuentran presentes los
siguientes compuestos fendlicos: hidroxitirosol, tirosol, dcido vainillico, vainillina, 4cido p-
cumadrico, 4-(acetoxietil)-1,2-dihidroxibenceno, las formas dialdehidicas del 4cido elendlico
unido al hidroxitirosol y al tirosol, lignanos y oleuropeina aglicona.

® De entre los fenoles sencillos identificados sélo se han visto afectados por el régimen de
riego la vainillina y el 3,4-DHPEA-AC. EI primero aumenta con la dosis de riego, mientras
que el segundo disminuye. Todos los compuestos fendlicos complejos identificados se han
visto afectados por el riego. Aquellos relacionados biosintéticamente con un grupo
especifico de compuestos del tipo cumarina, llamados secoiridoides, han sido los
principales responsables de la disminucién de los polifenoles totales en los aceites de los
tratamientos mds regados. La concentracion de lignanos, correspondiente a una mezcla de
pinoresinol y acetoxipinoresinol, ha sido significativamente menor en los aceites del
tratamiento menos regado (T1).

® Paralelamente a los polifenoles, la estabilidad oxidativa y el indice de amargor (Kj,s) del
aceite disminuyen al aumentar la cantidad de agua aplicada al olivo. De entre los diferentes
compuestos fendlicos determinados, son los derivados secoiridoides 3,4-DHPEA-EDA, p-
HPEA-EDA y 3,4-DHPEA-EA los que presentan mejores correlaciones con la estabilidad
oxidativa (r = 0.76, r = 0.60 y r = 0.73, respectivamente) y con el indice de amargor de los
aceites (r=0.78, r=0.81 y r = 0.83, respectivamente).
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® Los aceites han sido clasificados, respecto a la evaluacion sensorial, como aceites de oliva
virgen, independientemente del tratamiento de riego. Todos los aceites se han caracterizado
por su nivel de frutado, siendo el aceite del tratamiento con menos aporte de agua de riego
el que presenté un mayor valor para este atributo asi como para los atributos manzana,
verde y amargo, siendo en este dltimo donde se han observado las mayores diferencias. Se
aprecia una disminucién de la intensidad del atributo amargo especialmente en los aceites
de los tratamientos de mayor aporte de agua de riego, T6 y T7. La intensidad del atributo
picante es también inferior en los aceites de estos dos tratamientos. También se ha
observado un ligero aumento en la intensidad del atributo dulce al aumentar el agua de riego
aplicada a los olivos.

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo y desde el punto de vista de la calidad
y composicion quimica del aceite podemos decir que la aplicacién de dosis crecientes de agua
de riego a olivos jovenes de la variedad Arbequina en las condiciones del ensayo, aunque no
afecta a los pardmetros cldsicos de calidad del aceite de oliva, si que tiene un claro efecto sobre
el contenido de pigmentos fotosintéticos del aceite y sobre el contenido de polifenoles. Es en los
aceites correspondientes a los tratamientos con mayor aporte de agua T6 (K.=0.71) y T7
(K=0.85) donde la disminucién de pigmentos clorofilicos y carotenoides es notablemente
superior, asi como en el contenido de polifenoles, lo que implica una disminucién de la
estabilidad de los aceites frente a la oxidacion y un menor indice de amargor. En el extremo
opuesto se encuentran los aceites de los tres tratamientos menos regados, T1 (K.=0.25), T2
(K=0.38) y T3 (K.=0.50), que presentan un elevado contenido de polifenoles y por lo tanto una
mayor resistencia a la oxidacién, pero con el inconveniente de resultar aceites amargos. Sobre la
base de estos resultados y desde el punto de vista de composicién del aceite, los tratamientos
mds adecuados parecen encontrarse en las posiciones intermedias, que corresponderian a los
tratamientos T4 (K.=0.57) y T5 (K.=0.64).

7.3.- Relaciones de interdependencia entre los componentes del aceite.

De acuerdo con el objetivo planteado en el apartado 3.3, las conclusiones obtenidas en
referencia a la existencia de relaciones de interdependencia entre los componentes del
aceite en las dos estrategias de riego, son las siguientes:

e Se han encontrado importantes correlaciones entre los pigmentos clorofilicos y carotenoides
y las coordenadas cromaticas. La coordenada b* es la més estrechamente relacionada con el
contenido de pigmentos (con coeficientes de correlaciéon comprendidos entre 0.82 y 0.95),
mejordndose la correlaciéon al introducir el pardmetro L* (b*/L*) (con coeficientes de
correlacion comprendidos entre 0.85 y 0.96).
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e Se ha establecido un modelo de prediccion de la estabilidad oxidativa segutn el cual, en la
experiencia de RDC la estabilidad = 8.45°1072 ® (% 4cido oleico) + 4.57° 107 ® (polifenoles
totales), con un coeficiente de determinacion de 0.9895, y en la experiencia de riego lineal
la estabilidad = 1.13 10" ® (% écido oleico) + 3.50 - 107%e (polifenoles totales), con un
coeficiente de determinacion de 0.9916. En ambas experiencias se constata el hecho de que
el predominio de triglicéridos con acido oleico contribuye a la estabilidad del aceite frente a
los procesos oxidativos, al tiempo que los polifenoles ejercen su actividad antioxidante.

e Se ha establecido un modelo de prediccion del indice de amargor (Kis) a partir del
contenido de polifenoles totales segtin el cual, en la experiencia de RDC Kjy5 = 1.05°107e
(polifenoles totales), con un coeficiente de determinacién de 0.9852, y en la experiencia de
riego lineal Kys = 9.93" 10%e (polifenoles totales), con un coeficiente de determinacién de
0.9866. En ambas experiencias se evidencia una relacion entre el contenido de compuestos
fendlicos y el atributo amargo del aceite de oliva virgen.
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