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RESUMEN

Análisis de aceituna intacta mediante espectroscopia
en el infrarrojo cercano (NIRS): una herramienta de utili-
dad en programas de mejora de olivo.

El objetivo de este trabajo es evaluar el potencial de la tecno-
logía NIRS para el análisis del contenido de aceite, humedad y
composición de ácidos grasos en aceituna intacta. A un total de
287 muestras de aceituna, cada una de una planta procedente de
un programa de mejora de olivo, se les determinó sus datos es-
pectroscópicos mediante reflectancia (400-1700 nm). A partir de
los datos espectroscópicos originales, primera y segunda deriva-
das se obtuvieron diferentes ecuaciones de calibración (con el
70% de las muestras) mediante regresión por mínimos cuadrados
parciales (PLS) establecidas entre los datos espectroscópicos y
los datos de laboratorio de referencia. Las mejores ecuaciones
obtenidas fueron validadas (con el 30% de las muestras) mos-
trando valores de r2 de 0.88% para la humedad, 0.83% para con-
tenido graso, 0.77% para contenido de ácido oleico y 0.81% para
contenido de ácido linoleico. Por tanto, la tecnología NIRS puede
ser de utilidad para preseleccionar genotipos por su contenido de
aceite y ácido oleico con suficiente precisión y fiabilidad, sin des-
trucción de muestra, de forma instantánea y sin utilización ni pro-
ducción de residuos químicos.

PALABRAS-CLAVE: Ácidos grasos – Contenido graso – Hu-
medad - Mejora vegetal – NIRS – Olea europaea L.

SUMMARY

Near-Infrared Spectroscopy (NIRS) analysis of intact
olive fruit: an useful tool in olive breeding programs. 

The objective of this study was to evaluate the potential use of
Near-Infrared Spectroscopy (NIRS) for the analysis of oil content,
moisture and fatty acids composition in intact olive fruit. A total of
287 samples, each from a single plant from an olive breeding
program, were scanned by NIRS between 400 and 1700 nm.
Partial least squares (PLS) regression was used to create
calibration models (with 70% of samples) relating laboratory
reference values to spectral data (original, first and second
derivative spectral data). The best equations obtained were
validated (with 30% of samples) showing values of r2 of 0.88% for
the moisture, 0.83% for oil content, 0.77% for oleic acid content
and 0.81% for linoleic acid content. Therefore a reliable and
accurate preselection can be made by using NIRS for both oil
content and oleic acid content, with a nondestructive analysis, in a
few seconds and without use neither production of chemical
reagents.

KEY-WORDS: Fat content – Fatty acids – Moisture – NIRS –
Olea europaea L. – Plant breeding.

1. INTRODUCCIÓN

La estructura varietal del olivo en España, y en
general en los principales países donde se cultiva,
se caracteriza por un elevado número de varieda-
des, normalmente muy antiguas y confinadas en tor-
no a su presunta área de origen (Barranco y Rallo,
2000). Sin embargo, a pesar de su importancia es-
pecialmente en los países de la cuenca del Medite-
rráneo, no se han realizado trabajos de mejora
genética que hayan modificado sensiblemente la es-
tructura varietal del olivo. De las distintas posibilida-
des que ofrece la mejora genética, la mayoría de los
trabajos actuales están basados en los métodos clá-
sicos de mejora por cruzamiento y selección en las
descendencias. En este contexto, en España se ini-
ció en 1991 un proyecto para la obtención de nuevas
variedades de olivo para aceite por cruzamientos in-
traespecíficos (Rallo, 1995).

La evaluación de las progenies en estos progra-
mas requiere procedimientos analíticos para la de-
terminación cuantitativa y cualitativa de los
principales componentes químicos de las aceitunas.
Entre las nuevas técnicas analíticas, la tecnología
NIRS, basada en la absorción en el infrarrojo cerca-
no, parece poseer un gran potencial para la determi-
nación cualitativa y cuantitativa de los principales
componentes químicos de los alimentos. La tecnolo-
gía NIRS ofrece la posibilidad de disponer de un
análisis rápido con bajo coste por muestra. Reúne
además otras características de gran importancia ta-
les como precisión, versatilidad, fácil manejo y el ser
una técnica no contaminante.

Ligada inicialmente al desarrollo de aplicaciones
en cereales y forrajes, se ha empleado desde finales
de los años 80 y sobre todo en los 90 para el análisis
de todo tipo de productos agroalimentarios, entre
ellos aceites vegetales (Sato et al.,1991; Chen y
Chen, 1995; Wesley et al., 1995) y semillas oleagino-
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sas (Panford y de Man, 1990; Pazdernik et al., 1997;
Pérez-Vich et al., 1998; Velasco y Becker, 1998).

En el sector del aceite de oliva, la tecnología
NIRS también se ha aplicado al análisis del conteni-
do graso y humedad del orujo, subproducto genera-
do en la obtención de aceite, para controlar el grado
de agotamiento del mismo en los sistemas de extrac-
ción de dos fases (García et al., 1996; Hermoso et al.,
1999). Más recientemente, Jiménez et al. (2000) han
aplicado la tecnología NIRS para la determinación del
contenido graso y humedad en aceituna, a partir de
muestras molidas que proporcionaban un granulado
fino y homogéneo. Este es el único trabajo relativo al
análisis de aceitunas que se ha encontrado en la lite-
ratura científica NIRS consultada.

La potencialidad del análisis NIRS hacen del mis-
mo un posible instrumento de gran utilidad en pro-
gramas de mejora genética, siendo ésta una de las
aplicaciones que ha tenido la tecnología NIRS en
agricultura (Batten, 1998). La información científica
disponible señala que la precisión de los modelos
predictivos NIRS depende en gran medida de las ca-
racterísticas del conjunto de muestras usadas para
generar la relación matemática entre los datos es-
pectroscópicos y los valores de referencia. Dichas
características hacen referencia entre otras al núme-
ro, intervalo de variación y representatividad de las
muestras en la población futura sobre la que aplicar
la tecnología. En este sentido, los genotipos de las
progenies de los cruzamientos suelen representar
un muestreo de amplio intervalo de variabilidad, por
lo que constituyen un conjunto particularmente apro-
piado para la necesaria calibración. Recíprocamen-
te, una vez establecidas las ecuaciones de
calibración y la capacidad predictiva del método para
los diferentes componentes estudiados, las caracte-
rísticas reseñadas del NIRS, en particular su carác-
ter no destructivo y versatilidad para determinar los
componentes del producto, aconsejan su uso para la
evaluación de un elevado número de muestras, lo
que suele ser un requerimiento característico de los
programas de mejora genética.

El objetivo de este trabajo es evaluar el potencial
de la tecnología NIRS para su incorporación al aná-
lisis de aceitunas intactas y obtener las ecuaciones
de calibración NIRS para el análisis de algunas ca-
racterísticas de interés.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Muestras de aceitunas y métodos de
     análisis de referencia

Para la realización de este trabajo se han utiliza-
do muestras de aceitunas recogidas en plantas de
semilla procedentes de cruzamientos recíprocos en-
tre las variedades ‘Arbequina’, ‘Frantoio’ y ‘Picual’,
variedades productivas en sus respectivas áreas de

origen (Cataluña, Toscana y Jaén) y pertenecientes
al grupo de mayor rendimiento graso (Rallo, 1995).
En total se recogieron 287 muestras, cada una pro-
cedente de un genotipo.

Los frutos así recogidos se deshuesaron y se
secó la pulpa en estufa a 105oC durante 42 horas,
tiempo que se considera suficiente para asegurar la
deshidratación de cualquier tipo de aceituna, tritura-
da o entera (del Río y Romero, 1999). Así se deter-
minó la humedad de la pulpa y el porcentaje de
aceite en pulpa seca mediante Resonancia Magnéti-
ca Nuclear (RMN).

Para determinar la composición de ácidos grasos
se utilizó el procedimiento desarrollado por Garcés y
Mancha (1993). Dicho método permite realizar, a
partir de muestras de pulpa de aproximadamente 50
mg, la digestión de tejido fresco, transmetilación de
los lípidos y extracción de los ésteres metílicos de
los ácidos grasos en una sola etapa. Se prepararon
10 muestras por genotipo que posteriormente se
analizaron por cromatografía gaseosa. 

2.2. Análisis espectroscópico NIR

Todas las muestras se analizaron usando un ins-
trumento DA-7000 Diode Array VIS/NIR Spectropho-
tometer (Perten Instruments). El DA-7000 es un
espectrofotómetro de matrices de diodos de canal
paralelo que utiliza dos matrices para cubrir simultá-
neamente las longitudes de onda de 400 a 950 y de
950 a 1700 nm, proporcionando por tanto medidas
simultáneas NIR/VIS en el infrarrojo cercano (NIR) y
en el visible (VIS). Utiliza detectores de silicio para la
región visible (400-950 nm) e InGaAs (Indio-Galio-
Arsénico) para la región NIR (950-1700 nm), con
una resolución espectral de 5 nm, por lo que en total
registra 261 valores de reflectancia. Aproximada-
mente 500 g de aceitunas de cada genotipo se man-
tuvieron congeladas a -20oC hasta su utilización. 

2.3. Métodos quimiométricos utilizados

Las calibraciones NIRS se desarrollaron utilizan-
do el programa quimiométrico NIRCAL, software re-
comendado para el tratamiento quimiométrico de
datos obtenidos con el equipo PERTEN DA-7000.
Para desarrollar las ecuaciones de calibración se uti-
lizó la regresión PLS (Partial Least Squares), que re-
duce los datos espectrales a una serie de variables
fundamentales (términos de regresión o factores
PLS) que tienen en cuenta tanto los valores espec-
trales como los valores de referencia. Dado que el
software NIRCAL no permite validación cruzada, el
colectivo de muestras se dividió en dos grupos, uno
de calibración (al que se destinaron el 70% de las
muestras) y otro de validación (con el 30% restante).
No se ha utilizado ningún método de detección e in-
terpretación de datos aberrantes (outliers) y, por tan-
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to, no se ha descartado ninguna de las muestras
analizadas. Diferentes aspectos metodológicos se
han considerado en el desarrollo de los modelos qui-
miométricos NIRS, en particular aquellos que hacen
referencia al uso de diferentes regiones espectrales
y utilización de diferentes métodos de pretratamiento
del dato espectral previo a la calibración. Asimismo,
se han utilizado diferentes estadísticos para la eva-
luación de la precisión de las ecuaciones obtenidas.
Entre ellos se han utilizado el coeficiente de determi-
nación para calibración (R2) y validación (r2) y el error
típico de calibración (ETC) y predicción (ETP)
(Shenk y Westerhaus, 1995). Asimismo se han utili-
zado otros estadísticos de gran utilidad para evaluar
ecuaciones de calibración y que han sido descritos
en la literatura NIRS (Williams y Sobering, 1996),
como la relación entre el rango de los datos de refer-
encia del colectivo de validación y el error típico de
predicción (RER) y la relación entre la desviación tí-
pica de los datos de referencia del colectivo de vali-
dación y el error típico de predicción (RPD).

3. RESULTADOS 

3.1. Contenido de humedad y aceite en pulpa

En 224 de las 287 muestras en las que se recogió
su espectro se disponían de los datos de referencia
para contenido de humedad y aceite en pulpa. El co-
lectivo de calibración (con el 70% de las muestras) y
el colectivo de validación (con el 30% restante) fue-
ron muy similares en cuanto a la media, rango de va-
riación y desviación típica para las distintas
características evaluadas (Figura 1). El programa de
mejora produce genotipos con amplios intervalos de
variación y distribuciones normales para las caracte-
rísticas evaluadas como cabría esperar para carac-
terísticas cuantitativas en poblaciones segregantes.

Se ha procedido a optimizar los resultados de las
calibraciones mediante el uso de diferentes regiones
espectrales y diferentes pretratamientos del dato es-
pectral. Los mejores resultados se obtuvieron selec-
cionando el rango de longitudes de onda entre
900-1500 nm (el equipo Perten recoge información

entre 400-1700 nm) y aplicando la primera derivada.
Ningún otro de los pretratamientos ensayados, como
normalización o corrección del efecto scatter, mejo-
raron sustancialmente los resultados. 

En la Tabla I se muestran los resultados de cali-
bración y validación óptimos obtenidos para el con-
tenido de humedad y de aceite en pulpa seca, con
valores de R2 y r2 en torno a 0.9 que indican una ex-
celente precisión de las calibraciones (Shenk y Wes-
terhaus, 1995) y valores de RER mayores de 10 y
valores de RPD superiores o próximos a 3 (Williams
y Sobering, 1996).

La representación gráfica de los resultados obte-
nidos en cada uno de los genotipos del colectivo de
validación para la humedad de la pulpa y el conteni-
do de aceite en pulpa seca (Figura 2) muestra como
sólo en algunos casos puntuales se obtuvieron dife-
rencias importantes entre los datos de referencia
(REF) y los valores predichos (NIRS). Los valores
medios fueron también muy similares (62.8 REF vs
62.7 NIRS para el contenido de aceite en pulpa seca y
75.2 REF vs 75.4 NIRS para la humedad en pulpa).

3.2. Composición acídica

Las 287 muestras analizadas se dividieron alea-
toriamente para el colectivo de calibración (el 70%) y
para el colectivo de validación (el 30% restante), re-

Figura 1
Histogramas de variabilidad para contenido de humedad y

aceite en pulpa en los colectivos de calibración y de validación.

Tabla I
Estadísticos en calibración y validación para los componentes del rendimiento graso

Característica Calibración Validación

R2 ETC r2 ETP RER RPD

Humedad pulpa (%) 0.94 0.96 0.88 1.33 17.2 3.1

Aceite pulpa seca (%) 0.92 1.67 0.83 2.20 15.4 2.5

R2, r2 = Coeficiente de determinación en calibración y validación.
ETC, ETP = Error típico en calibración y predicción.
RER, RPD = relación entre el rango o la desviación típica de los datos de referencia del colectivo de validación y el error típico de predicción.
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sultando ambos colectivos muy similares para los
distintos ácidos grasos evaluados. Los mayores ran-
gos de variación se tienen para el ácido oleico y lino-
leico, siendo menores para el resto de ácidos grasos
analizados (Figura 3). Al igual que para la humedad
o el contenido de aceite de la pulpa, el programa de
mejora proporciona genotipos con amplios intervalos
de variación en su composición acídica, por lo que
son muy adecuados para las calibraciones NIRS.

Los mejores resultados para los pretratamientos
ensayados, también se obtuvieron seleccionando el
rango de longitudes de onda entre 900-1500 nm y
aplicando la segunda derivada. Al igual que para los
componentes del rendimiento graso, ningún otro de
los pretratamientos probados mejoró los resultados.

En la Tabla II se resumen los principales resulta-
dos obtenidos en la calibración óptima para la com-
posición de ácidos grasos. Las ecuaciones de mayor
precisión se obtienen para el ácido oleico y linoleico
con valores de R2 y r2 mayores o muy próximos a 0.8
y valores de RER mayores o muy próximos a 10. En
este caso los valores de RPD (relación entre la des-
viación típica de los datos de referencia del colectivo
de predicción y el error típico de predicción) no al-
canzaron el valor mínimo de 3 señalado como ópti-
mo en la bibliografía (Williams y Sobering, 1996), si
bien es de señalar que este límite fue establecido
fundamentalmente para productos bajos en hume-
dad, analizados en forma molida y con objetivos dife-
rentes a los deseados en nuestro caso. Para el resto
de ácidos grasos, las ecuaciones obtenidas fueron
adecuadas para el ácido palmítico (el otro ácido gra-
so mayoritario en aceite de oliva) con valores de r2

de 0.58 y de baja precisión para los ácidos palmito-
leico y esteárico. 

La representación gráfica de los resultados obte-
nidos en el colectivo de validación para los ácidos
oleico y linoleico (Figura 4) indica que las mayores
diferencias entre los datos de referencia (REF) y los
valores predichos (NIRS) se observan para valores
bajos de ácido oleico y altos de linoleico. Dichos va-
lores corresponden a las mismas muestras (genoti-
pos) dada la alta correlación existente entre dichos
ácidos grasos. No obstante, los valores medios fue-
ron prácticamente idénticos en ambos colectivos
(65.58 REF vs 65.56 NIRS para el contenido de ácido
oleico y 12.00 en ambos colectivos para el contenido
de ácido linoleico).

Tabla II
Estadísticos de calibración y validación para los ácidos grasos analizados

Característica Calibración Validación

R2 ETC r2 ETP RER RPD

Palmítico (C16:0) 0.72 1.28 0.58 1.75 7.2 1.4

Palmitoleico (C16:1) 0.52 0.83 0.19 1.04 7.0 1.1

Esteárico (C18:0) 0.17 0.68 0.02 0.68 10.2 1.1

Oleico (C18:1) 0.88 3.04 0.77 4.40 9.4 2.1

Linoleico (C18:2) 0.90 1.96 0.81 2.73 10.2 2.4

R2, r2 = Coeficiente de determinación en calibración y validación.
ETC, ETP = Error típico en calibración y predicción.
RER, RPD = relación entre el rango o la desviación típica de los datos de referencia del colectivo de validación y el error típico de predicción.

Figura 2
Valores predichos (NIRS) y valores de referencia para la

humedad de la pulpa y el contenido de aceite en pulpa seca
para cada uno de los genotipos del colectivo de validación.
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4. DISCUSIÓN

En trabajos de mejora es imprescindible analizar
cientos de muestras, siendo por tanto deseable el
disponer de procedimientos analíticos rápidos y
poco costosos para la determinación de los princi-
pales componentes químicos. Ello nos ha llevado al
estudio de la posibilidad de utilizar la tecnología
NIRS para el análisis de aceitunas intactas. En tra-
bajos previos se había aplicado la tecnología NIRS

para el análisis de orujo (García et al., 1996; Hermo-
so et al., 1999) y aceitunas (Jiménez et al., 2000). En
dichos trabajos, no obstante, el modo de presenta-
ción de las muestras fue triturada tal como se aplica
tradicionalmente el análisis NIRS en productos
agroalimentarios. En nuestro caso se ha querido re-
ducir aún más el tiempo necesario evitando las fases
previas de preparación de muestra por lo que se ha
realizado este estudio con aceituna intacta. Otra di-
ferencia importante con dichos trabajos es que en

Figura 3
Histogramas de variabilidad para los diferentes ácidos grasos analizados en los colectivos de calibración y de validación.
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éstos se utilizaron equipos de filtros que utilizan un li-
mitado número de longitudes de onda y que, por tan-
to, sólo son adecuados para determinar
características básicas como la humedad o la grasa
total para una aplicación concreta. En este trabajo se
ha utilizado un equipo de espectro continuo (400-
1700 nm) que proporciona información de un mayor
número de longitudes de onda, lo que permite deter-
minar compuestos más específicos como los dife-
rentes ácidos grasos.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican
una alta precisión en las calibraciones para hume-
dad y contenido de aceite en pulpa seca, con resul-
tados muy similares a los obtenidos en orujo
(García-Mesa et al., 1996) y aceituna triturada (Jimé-
nez et al., 2000). Las pequeñas diferencias con los
resultados obtenidos en dichos trabajos no parecen
justificar la necesidad de molienda previa de la
muestra. 

También en otras especies vegetales se han ob-
tenido resultados similares. En semillas oleaginosas,
Panford et al. (1990) obtuvieron valores del coefi-
ciente de determinación de 0.94-0.99 para el conte-
nido graso de nueve tipos diferentes de semillas
oleaginosas (algodón, cacahuete, colza, cártamo,
lino, soja, girasol, sésamo y palma) a partir de mues-
tras molidas. Para el contenido de aceite se han ob-
tenido valores similares del coeficiente de
determinación y error típico de predicción en semi-

llas intactas de colza (Reinhardt et al., 1996), si bien
los valores de RER eran inferiores. También en col-
za, Velasco et al. (1999) han obtenido valores simila-
res para contenido de aceite a partir del análisis de
sólo una semilla utilizando un adaptador especial. En
ambos casos se utilizó material proveniente de tra-
bajos de mejora genética para desarrollar las cali-
braciones, aprovechando los amplios intervalos de
variabilidad que se generan en las características
objeto de análisis. En muestras de semillas intactas
de girasol (Pérez-Vich et al., 1998) se obtuvo un
coeficiente de determinación de 0.83, error típico de
2.07 y RER de 13.4 para el contenido de aceite utili-
zando validación cruzada. Los resultados fueron no-
tablemente mejores con semillas sin cáscara y mejor
aún con harinas. En cacahuete, se han obtenido va-
lores similares para la determinación del contenido
de aceite a partir de fruto intacto (Misra et al., 2000).

En cuanto a la composición en ácidos grasos, los
resultados obtenidos indican una alta precisión en
las calibraciones para la composición de los ácidos
oleico y linoleico y adecuada para el palmítico. Para
los ácidos palmitoleico y esteárico se obtuvo baja
precisión, probablemente debido al menor rango de
variabilidad disponible para estos ácidos grasos, la
inadecuada cobertura de dicho rango (Figura 3) y los
mayores errores del método de referencia para es-
tos ácidos grasos. La experiencia en desarrollo de
calibraciones NIRS en diferentes productos agroali-
mentarios y en particular en grasas y aceites (Garri-
do et al., en prensa) indica que la precisión y
exactitud de las ecuaciones obtenidas para los áci-
dos palmítico, palmitoleico y esteárico serían perfec-
tamente mejorables con una estrategia orientada a
la obtención de una distribución más homogénea en
la cobertura del rango, tratando de equilibrar el nú-
mero de muestras existentes por cada 0.5-1% del
rango. Este tipo de distribución, frente a la natural
obtenida en los colectivos utilizados en nuestro tra-
bajo, sin duda incrementará la precisión y exactitud
de los modelos predictivos. 

En distintos trabajos en semillas oleaginosas se
han obtenido valores similares del coeficiente de de-
terminación, error típico de predicción y RER para la
mayoría de ácidos grasos. En semillas intactas de
colza, Reinhardt et al. (1996) obtuvieron un coefi-
ciente de determinación de 0.80 y error típico de pre-
dicción de 2.03 para el ácido oleico. Velasco y
Becker (1998) obtuvieron mejores resultados con
coeficientes de determinación de 0.99 y 0.97, y erro-
res típicos de predicción de 3.21 y 1.69 para los áci-
dos oleico y linoleico respectivamente. Para otros
ácidos grasos analizados, como palmítico y esteári-
co, con menor variabilidad en el conjunto de calibra-
ción se obtuvieron peores resultados. En girasol
Pérez-Vich et al. (1998) obtuvieron coeficientes de
determinación en torno a 0.80 y errores estándar de
predicción muy altos (hasta 8.75 para oleico), aun-
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Figura 4
Valores predichos (NIRS) y valores de referencia para los
ácidos oleico y linoleico para cada uno de los genotipos

del colectivo de validación.
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que los resultados mejoraron sustancialmente traba-
jando con semillas sin cáscara y harinas. Peores re-
sultados se obtuvieron con semillas de soja
(Pazdernik et al., 1997), con coeficientes de determi-
nación de apenas 0.4-0.5 para oleico y linoleico. En
todos los casos los mejores resultados se obtuvieron
para aquellos ácidos grasos con mayor variabilidad,
principalmente oleico y linoleico. También para el
contenido en ácido linolénico o erúcico se obtuvieron
buenos resultados en aquellas especies ricas en es-
tos ácidos grasos, como colza o soja.

Resultados más precisos se han obtenido en ca-
libraciones desarrolladas para los principales ácidos
grasos a partir de aceites, especialmente por los va-
lores mucho más bajos del error típico de predicción
y más altos del RER, como se ha puesto de mani-
fiesto en trabajos con mezclas de distintos aceites
(Chen y Chen, 1995) o girasol (Pérez-Vich et al.,
1998). No obstante, los resultados son lógicamente
poco comparables ya que en estos casos se trata de
analizar una matriz mucho más simple constituida
prácticamente por ácidos grasos y sin interferencias
de otros constituyentes (principalmente agua) como
en el caso de la aceituna entera.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican
por tanto que la tecnología NIRS puede ser de gran uti-
lidad para reducir el coste y tiempo requerido para eva-
luar el elevado número de genotipos que genera el
programa de mejora de olivo, consiguiéndose la sufi-
ciente precisión para seleccionar genotipos en base
al rendimiento graso y contenido de ácido oleico, dos
de los objetivos más importantes en dicho programa.
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