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RESUMEN

Entre los productos alimenticios, el aceite de oliva virgen posee una metodologia
estandarizada para su clasificacion comercial la cual esta basada en atributos
sensoriales. La evaluacion sensorial junto con varios parametros quimicos,
regulados oficialmente por la Legislacion Europea, se utiliza para catalogar los
aceites de oliva virgen en las subcategorias comerciales siguientes: aceite de oliva
virgen extra, aceite de oliva virgen, y aceite de oliva lampante. La valoracion
organoléptica de los aceites de oliva virgen, es decir, la determinacion de sus
atributos sensoriales positivos y negativos (defectos), es clave para clasificar un
aceite en su categoria correspondiente. Estos atributos vienen determinados
obviamente por su composicion quimica, tanto cualitativa como cuantitativa. Por
tanto, es estrictamente necesario mantener la composicion quimica que tiene el
aceite en el propio fruto y controlar todos aquellos factores que puedan modificarla a
lo largo del proceso de elaboracion del aceite de oliva virgen a fin de continuar

mejorando su calidad, sabor y aroma.

Los componentes volatiles del aceite de oliva virgen son los encargados de los
olores agradables o desagradables que se perciben con la nariz o con la boca, es
decir, de su aroma y flavor. Por otra parte, los compuestos fendlicos, que se
encuentran en el aceite de oliva virgen y no en otros aceites, lo hacen un producto
unico y, dependiendo de su concentracion, son responsables de su sabor amargo y
picante. Otros compuestos, como los ésteres etilicos y diacilgliceroles estan
relacionados con procesos de degradacion fermentativa que se producen en el

aceite de oliva virgen y que alteran sus propiedades organolépticas.

En el presente trabajo, se ha llevado a cabo una revisién de la relacidén existente
entre todos estos compuestos y las propiedades organolépticas del aceite de oliva
virgen, concretando en la identificacion de los compuestos responsables de cada
atributo sensorial. Se han revisado, ademas, sus procesos de formacion, y las
técnicas utilizadas para su extraccion y posterior analisis cualitativo y cuantitativo,

pieza clave para la caracterizacion de los aceites de oliva virgen.



ABSTRACT

Among food products, virgin olive oil is the only one that has a standardized
methodology for its commercial classification that is based on sensory attributes.
Organoleptic assessment together with various chemical parameters, officially
regulated by European legislation, is used to classify virgin olive oils into the following
commercial subcategories: extra virgin olive oil, virgin olive oil, and lampante olive oil.
The organoleptic assessment of virgin olive oil, that is, the determination of its
positive and negative sensory attributes (defects), is therefore key when classifying
an oil in the corresponding category. These attributes are obviously determined by
their chemical composition, both qualitative and quantitative. Therefore, it is strictly
necessary to maintain the chemical composition of the oil in the fruit itself and to
control all those factors that may modify it throughout the virgin olive oil production

process in order to continue improving its quality, flavor and aroma.

The volatile components of virgin olive oil are responsible for the pleasant or
unpleasant odors that are perceived by the nose or mouth, that is, its aroma and
flavor. On the other hand, the phenolic compounds, which are found in virgin olive oil
and not in other oils, make it a unique product and, depending on their concentration,
are responsible for its bitter and pungent taste. Other compounds, such as ethyl
esters and diacylglycerols, are related to fermentative degradation processes that

occur in virgin olive oil and that alter its organoleptic properties.

In the present work, a review of the relationship between all these compounds and
the organoleptic properties of virgin olive oil has been carried out, specifying the
identification of the compounds responsible for each sensory attribute. In addition,
their formation processes and the techniques used for their extraction and
subsequent qualitative and quantitative analysis, a key piece for the characterization

of virgin olive oils, have been reviewed.



1. INTRODUCCION
Los aceites de oliva virgen son aquellos que han sido obtenidos a base del fruto del
olivo (Olea europaea L.) exclusivamente por procedimientos mecanicos u otros
medios fisicos cuyas condiciones no produzcan alteraciones en el aceite y que no
hayan sufrido otro tratamiento distinto al del lavado, decantacion, centrifugacion y
filtracion (I00OC, 2021).

1.1. CLASIFICACION DE LOS ACEITES DE OLIVA VIRGEN
De acuerdo con la Norma Comercial del Consejo Oleicola Internacional (I0OC) las
categorias de aceite de oliva virgen son: aceite de oliva virgen extra (AOVE), aceite
de oliva virgen (AOV), aceite de oliva virgen corriente y aceite de oliva virgen
lampante (I00C, 2021). EI AOVE es el aceite de mayor calidad, que no presenta
ningun tipo de defecto organoléptico. Por otro lado, el AOV posee defectos
organolépticos aunque de baja intensidad, lo que provoca que presente una clase
inferior al AOVE. El aceite de oliva virgen corriente es una categoria comercial que
s6lo se reconoce de acuerdo con la legislacion del pais en cuestidn, y que presenta
una calidad inferior debido a su elevada acidez. Por ultimo, existe una categoria de
aceite de oliva virgen lampante, que es considerado como aceite no apto para el
consumo humano debido a que debe someterse a una refinacion previa a su
consumo.
En la Union Europea no se reconoce la categoria comercial aceite de oliva virgen
corriente, estando incluida en el denominado aceite de oliva lampante (EC, 2019).
Ademas de la evaluacion organoléptica, los aceites de oliva virgen se catalogan en
diferentes categorias comerciales en funcién de los siguientes parametros quimico-
fisicos: acidez, indice de peroxidos, absorcidn en ultravioleta (K27o/K2ss, K232 y AK) y
esteres etilicos. En la tabla 1 se muestran las distintas categorias comerciales de

aceites de oliva virgen en funcibn de los parametros anteriores.



Categoria

Aceite de Oliva

Virgen Extra

Aceite de Oliva

Virgen

Aceite de Oliva

Lampante

TABLA 1. CLASIFICACION DE LOS ACEITES DE OLIVA VIRGEN

indice de Mediana de Mediana de
Acidez Peréxidos (meq Absorbancia UV defectos frutado
O: activo/Kg)

Kos2 £2,50

<0,80 < 20,0 o <0,0 > 0,0
Ka70 0,22
AK 0,01
K232 < 2,60

<2,0 < 20,0 <35 >0,0
K270 £ 0,25
AK 0,01

>3,5

>20

Fuente: Elaboracién propia con datos proporcionados por el IOOC

Esteres
etilicos

(mg/kg)



1.2. CALIDAD DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN

La calidad es un concepto difuminado; segun la norma UNE-EN ISO 9000:2015 la
calidad de un producto es definida como aquella por la que se satisface a los
clientes, tanto por el impacto previsto, como no el no previsto sobre las partes
interesadas pertinentes (ISO 9000, 2015). Refiriéndose a la calidad del aceite de
oliva virgen, vendra representada por un zumo oleoso obtenido a partir de aceitunas
sanas y en su punto Optimo de madurez, evitando la mala manipulacién o
tratamientos que alteren la naturaleza quimica de sus componentes, tanto en la
extraccion como en el trascurso de su almacenamiento (Jiménez-Herrera et al.,
2008). Como se ha expuesto anteriormente, las caracteristicas de calidad de los
aceites de oliva virgen incluidas en la Normativa Europea (EC, 2019) incluyen la
evaluacion organoléptica y parametros fisico-quimicos (tabla 1).

La evaluacion organoléptica se lleva a cabo por un equipo de catadores
preseleccionados y entrenados (panel de cata), valorandose la intensidad de los
defectos (atributos negativos) y del frutado (atributo positivo). Existe una elevada
cantidad de atributos negativos o defectos, relacionandose a continuacion los mas
comunes:

o Atrojado: es un flavor propio del aceite que se obtiene de aceitunas
acumuladas, las cuales han soportado un avanzado grado de fermentacion
anaerobica.

o Avinado: flavor caracteristico de algunos aceites que recuerdan al vino. Esa
sensacion es debida a aceitunas las cuales han sufrido un proceso
fermentativo, dando lugar a la formacién de acido acético.

o Rancio: flavor procedentes de los aceites que han soportado un proceso
oxidativo.

o Metalico: flavor que recuerda a metales, siendo propio de aquel aceite el cual
ha estado en contacto durante un periodo prolongado con superficies
metalicas.

Los atributos positivos que se evaluan son:
o Frutado: es un grupo de sensaciones olfativas procedente de frutos sanos y

frescos. Este atributo es considerado verde cuando las sensaciones olfativas
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recuerdan la de los frutos verdes, y por lo contrario, se considera maduro
cuando recuerdan a frutos maduros.

o Amargo: es un sabor propio procedente de aceites los cuales han sido
elaborados a partir de aceitunas verdes o en envero.

o Picante: es una percepcion caracteristica de los aceites los cuales han sido
obtenidos a principios de campana, fundamentalmente, de aceites todavia
verdes.

A parte de estos atributos existen otros como son higuera, tomate, cascara de
platano, etc. A continuacion se muestra una figura (Figura 1) que resume los

diferentes atributos hallados en los aceites de oliva.

FIGURA 1. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL ACEITE DE OLIVA
VIRGEN

Atribufos
Positivos

Frutado

Amargo Picante

Altributos
Negativos
Rancio Lodo Moho Vinagre
Pepino Gusano Salado

Grasiento Madera

Metalico

La acidez encontrada en los aceites, proviene de la descomposicion de los
triglicéridos en glicerina y acidos grasos libres a consecuencia de la humedad y las
enzimas lipasas. Se define como la cantidad de acidos grasos libres que se
encuentran presentes en un aceite, expresada por convenio en % en peso de acido

oleico. La acidez de un aceite que se ha obtenido a partir de aceitunas sanas y del
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arbol debe ser muy cercana a un 0%, por lo que la presencia de acidos grasos libres

es la consecuencia de frutos en mal estado o mal procesados.

El indice de perdéxidos es la cantidad de los mismos en la muestra expresada como
miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo de muestra. Es una medida del
contenido en hidroperéxidos o productos primarios de oxidacién. Los acidos grasos
encontrados en el aceite, al estar en contacto con el aire, reaccionan con el oxigeno
produciendo como resultado hidroperéxidos. Esta oxidacion se ve favorecida cuando
la muestra de aceite se encuentra expuesta a la luz, a temperaturas de
almacenamiento que no son adecuadas y/o en presencia de metales como Cu y Fe.
En un aceite oxidado se desarrollan sabores y olores desagradables, como el

atributo “rancio”.

Los parametros K27o26s y K232 estan también relacionados con el estado de
oxidacion de los aceites, siendo una medida de la absorcion en la region ultravioleta.
A 232 nm absorben productos primarios de oxidacion con estructura de dieno
conjugado, mientras que a 270/268 nm absorben productos secundarios de

oxidacion y otros compuestos con estructura de trienos conjugados.

Los ésteres etilicos son compuestos formado por esterificacion de acidos grasos
libres con etanol. Aparecen en el aceite mediante procesos fermentativos anaerobios
0 en presencia de pequeia cantidad de oxigeno. Este ultimo proviene del transporte
hasta la almazara y/o en el tiempo de espera antes de su procesado en meses de
recoleccion con altas temperaturas. Ademas aparecen en lugares como
decantadores o depdésitos, ya que en ellos existe un proceso de fermentacién de
materia organica en ausencia de gran cantidad de oxigeno, dando como producto
final etanol. Ademas, la formacion de estos ésteres, puede continuar durante el
almacenamiento del aceite, pero este fenobmeno esta estrictamente ligado a la
presencia de etanol libre y acidos grasos formados como consecuencia de la
fermentacion de las aceitunas (Squeo et al., 2019). Su contenido en los aceites de
oliva virgen extra puede servir ademas como indicador de la adulteracion con aceites

de baja calidad sometidos a una desodorizacion suave.

12



FIGURA 2. ARBOL DE DECISION PARA LA COMPROBACION DE LA
CONFORMIDAD DE LAS CARACTERISTICAS DE CALIDAD DE UNA MUESTRA
DE ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA.

mceite no conforr%
L Grado de Acidez (%) J con la categoria

[ <0,80 I > 0,80 ]— declarada (Aceite

de Oliva Virgen o

l \ lampante) J

ﬁndice de peroxidos (meq Oz/Kg}

Espectroscopia UV conforme a su

a
A\

categoria.

K270< 0,22 K270> 0,22 h

L K2s2 < 2,50 K2z > 2,50 )

l

L Valoracion Organoléptica

~
Mediana de Mediana
frutado > 0,0 frutado = 0,0 )

Mediana )

\—/ defectos > 0 )

l

[Tipo de aceite conforme a los }

Mediana de

criterios de calidad

Fuente: Elaboracion propia
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La Normativa Europea incluye arboles de decisién para la validacion de la
conformidad/no conformidad de las caracteristicas de calidad de los aceites de oliva
virgen con los valores establecidos. En la figura 2 se muestra el arbol de decision
para los aceites de oliva virgen extra.

1.3 COMPUESTOS VOLATILES

Existe un factor principal que determina la prioridad del aceite de oliva virgen por
parte del consumidor, siendo este, la calidad sensorial del mismo. En el aceite de
oliva, la calidad sensorial es atribuida a las caracteristicas organolépticas, las cuales
son determinadas principalmente por los compuestos volatiles.

Los principales compuestos involucrados en el flavor de los aceites de oliva virgenes
son los compuestos volatiles (Morales et al., 2000), considerandose como
metabolitos los cuales ha sido producidos por siendo considerados como
metabolitos producidos por plantas mediante rutas biosintéticas.

1.3.1. Formacion de compuestos fendlicos

La composicion del aroma depende del aceite obtenido y este a su vez, depende del
tipo de fruto empleado. Asi, en aceites obtenidos a partir de frutos sanos, con un
grado de madurez éptimo y seguido de un procedimiento de extraccién apropiado,
los compuestos que forman su aroma proceden de compuestos volatiles tales como
aldehidos de cadena lineal de 6 atomos de carbono (C6), alcoholes y sus ésteres,
responsables de los atributos sensoriales positivos, como es el atributo “frutado”. Sin
embargo, cuando las condiciones de recoleccion o extraccion no son las adecuadas,
el aceite obtenido presenta caracteristicas sensoriales de menor calidad
apareciendo los compuestos volatiles responsables de los atributos negativos,
predominando entre ellos aldehidos insaturados de 7 (C7) a 11 (C11) atomos de
carbono y alcoholes ramificados (Kalua et al., 2007).

La presencia de compuestos volatiles es imperceptible hasta el inicio climatérico, en
donde se produce un aumento en la cantidad de etileno que genera cambios fisicos,
quimicos y bioquimicos en el fruto provocando asi un aumento en la actividad de
algunas enzimas responsables de su formacion (Morales et al., 2013). En el olivar, la
fase climatérica corresponde a aquella en la que el aceite extraido de las drupas
proporciona un aceite de elevada calidad y rico en compuestos aromaticos (Kalua et

al., 2007). Existe una serie de compuestos volatiles que estan presentes inicialmente
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en el fruto, pero los compuestos principales involucrados en el aroma son
metabolitos de estos, cuya formacién comienza con la ruptura del fruto y continua en
el batido de la pasta. En estos procesos estan implicados enzimas, el oxigeno
presente, acidos grasos y aminoacidos como isoleucina, leucina y valina (Gomez-
Rico et al., 2008).

La figura 3 muestra las distintas rutas de formacion de los compuestos volatiles en el
aceite de oliva. Los compuestos volatiles formados por oxidacién quimica,
responsables del mal sabor y de atributos negativos como el “rancio” se muestran en
las rutas de color rojo. Sin embargo, la oxidacién enzimatica (en concreto la ruta de
la lipoxigenasa) da lugar a la sintesis de compuestos responsables de los atributos
positivos del aceite (Rutas de color verde).

FIGURA 3. BIOGENESIS DE LOS COMPUESTOS VOLATILES EN EL ACEITE DE

OLIVA VIRGEN.

Metabolismo de
acidos grasos

Alcoholes lineales)|

acidos, esteres y
S cetonas " Alcoholesy ) .
Alcoholes (C8) y] aldehido Butirica

cetonas | l amificados (C4y
\. J N C5) J

/

Fruto Dafiado

Cop"!puestos Fermentacion
_Rut=:| dela volatllt_as en el del azucar
Lipoxigenasa Aceite de
Oliva
Aldehidos (C6),
alcoholes y Alcohol, ]
Fruto Sano asteres Acetato de etilo J
y acido acético Alcohdlica
Aldehidos y Alcoholes (C5)
alcoholes ramificados aldehidos y
{C5y C8) cetonas

Conversién Ruptura Homolitica

de de 13-
aminoacidos Hidroperéxidos

Fuente: Elaboracion propia con datos extraidos de Gomes Da Silva et al., 2014)
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Metabolismo de acidos grasos: En el proceso de maduracion del fruto, se

produce la conversion de una cantidad de acidos grasos en alcoholes, ésteres,
cetonas y acidos lineales que formaran mas tarde parte del perfil aromatico del
aceite de oliva virgen (Luna, 2003).

Conversion _de aminoacidos: Ciertos compuestos volatiles provienen de la

estructura ramificada de aminoacidos como la valina, leucina e isoleucina,
produciendo aldehidos ramificados como 2-metil propanal, 3-metil butanal y 2
metil butanal y ademas alcoholes ramificados de 4 o 5 carbonos. En estos,
posteriormente, actuan las enzimas alcohol deshidrogenasa y alcohol
aciltransferasa formando alcoholes y ésteres ramificados (Gémez-Rico et al,,
2008).

Ruta de la lipoxigenasa (LOX): Consiste en un conjunto de reacciones oxidativas

que dan lugar a una variedad de metabolitos con funciones diferentes a partir de
acidos grasos poliinsaturados (linoleico y a- linolénico). Los productos generados
reciben el nombre genérico de oxilipinas (Aparicio, 2013). De forma general, en
las plantas, la mayoria de los acidos grasos poliinsaturados forman parte de los
lipidos de membrana (fosfolipidos y glicolipidos) o de los lipidos de reserva
(triacilgliceroles). Para que se pueda hacer uso de ellos estos han de liberarse
mediante hidrdlisis por la accion de enzimas denominadas acil-hidrolasas (Luna,
2003). Una vez realizado este proceso, comienza la ruta produciéndose 9-y 13-
hidroperoxidos a partir de los acidos linoleico y linolénico, mediada la reaccién
por la LOX (Morales et al., 2013). La LOX presenta regioselectividad por la
posicion A-13 de ambos acidos grasos, por lo que su accién da lugar a 13-

hidroperoxidos como productos mayoritarios (75-90%) (Kalua et al., 2007).

Estos hidroperdéxidos son altamente reactivos, por lo que se degradan
rapidamente en metabolitos como pueden ser, aldehidos volatiles, mas
importantes desde el punto de vista organoléptico (Williams et al., 2000). Las
hidroperoxidos liasas (HPL) actuan sobre los hidroperéxidos de manera que
catalizan la ruptura de los enlaces del 9- y 13-. Si la ruptura se produce en un 9-
hidroperoxido se origina como producto un aldehido volatil de 9 atomos de

carbono (C9), mientras que si tiene lugar en un 13-hidroperdxido se forma un
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aldehido volatil de 6 atomos de carbono (C6). Como el producto mayoritario es el
13-hidroperoéxido, los aldehidos volatiles principales del aroma del aceite de oliva

son aldehidos de 6 atomos de carbono (Romero del Rio, 2015).

El grupo de compuestos formado por aldehidos de seis carbonos de cadena
lineal (C6), alcoholes y sus ésteres, sintetizados a través de la 13-hidroperdxido
liasa (13-HPL) en la ruta de la LOX se conocen como "volatiles de hoja verde"
(GLV). Su cantidad en tejidos vegetales intactos y sanos es baja, pero se forman
rapidamente cuando los tejidos se rompen. Los GLV son moléculas importantes
involucradas en la defensa de las plantas contra los microorganismos, en la
atraccion de depredadores ante el ataque de los herbivoros, y también como
compuestos sefial dentro y entre plantas para inducir transcripciones de varios

genes relacionados con la defensa.

Ruptura homolitica de 13-Hidroperdxidos: Es una reaccion suplementaria de la

ruta de la LOX usando como sustrato el hidroperéxido A-13 del acido linolénico a
través del cual se producen alcoholes de 5 atomos de carbono (C5) como el 1-
penten-3-ol y el 2-penten-1-ol. Con posterioridad actua la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH) que es la encargada de la formacién de los aldehidos de
cinco atomos de carbono (C5) encontradas en los aromas del aceite de oliva
(Goémez et al., 2008).

A continuacién se muestra con mas detalles un esquema de la ruta de la LOX

Figura 4.
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FIGURA 4. RUTA DE LA LIPOXIGENASA
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1.3.1. Métodos de Analisis

Actualmente, para el analisis organoléptico el unico método oficial es el panel de

cata del aceite de oliva virgen, aunque desde hace tiempo se ha trabajado en el
avance de metodologias que lo complementen. La mas usual ha sido la
determinacién cuantitativa y cualitativa de los compuestos volatiles presentes
responsables del aroma. Se han desarrollado una multitud de métodos para dichos
analisis, basados generalmente en 4 etapas: preconcentracién, aislamiento,
separacién y cuantificacién. La concentracion en la que los compuestos volatiles se
encuentran en el aceite de oliva virgen es muy baja y por ello es necesario llevar a
cabo una preconcentracion previa a su analisis. A continuacion, se muestra una
revision de las técnicas de extraccion y de analisis mas empleadas en la
determinacion de estos compuestos volatiles.

1.3.1.1. Técnicas de Extraccion

Las mas usuales para la extraccion de volatiles del aceite de oliva son las
denominadas “Espacio de Cabeza” (HS), que se tratan de procedimientos basados
en la manipulacién del espacio de cabeza que esta en contacto con la muestra
odorante. Estas técnicas, ademas de permitir la extraccion de los compuestos
volatiles, conllevan de forma implicita una preconcentracion. Podemos agruparlas

en: Espacio de Cabeza Estatico (SHS) y Espacio de Cabeza Dinamico (DHS):

- Espacio de Cabeza Dinamico (DHS): Son técnicas basadas en el transporte
mediante un flujo de gas inerte de los compuestos volatiles de la muestra,
sometida previamente a una temperatura adecuada, hasta una trampa donde
quedan retenidos, para posteriormente son desorbidos y analizados por
Cromatografia de Gases (GC) (Figura 5). En esta técnica se diferencian dos
formas diferentes de trabajo: el DHS propiamente dicho, basado en hacer pasar el
gas inerte superficialmente sobre la muestra sometida a agitacion y, por otro lado,
la conocida como arrastre por borboteo o purga y trampa, en la que el gas inerte
se burbujea a través de la muestra a la vez que esta se agita. Estas técnicas

difieren en el tipo de trampa empleada y en la forma de desorcion de los analitos.
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FIGURA 5. ESQUEMA DE LA TECNICA ESPACIO DINAMICO DE CABEZA
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A continuacion, se exponen algunas de las trampas mas usuales:

Trampa de adsorcién: Es un tubo relleno de un material adsorbente en el que

los compuestos volatiles quedan retenidos. Como adsorbentes se usan materiales
como carbon activo o Tenax, siendo este ultimo el mas utilizado debido a su alto
poder de adsorcion y su gran estabilidad térmica (Garrido et al., 2011; Oliver et
al., 2019; Mascrez y Purcaro, 2020).

Trampa criogénica: Es un tubo enfriado, generalmente con nitrégeno liquido,

en cuyo interior condensan los compuestos volatiles al pasar a través de él
(Neugebauer et al., 2020; Kaziur et al., 2021).

En cuanto a la desorcién de los compuestos volatiles a través de la trampa, se
lleva a cabo de dos formas:

Desorcién con disolventes: Se eluyen los compuestos retenidos con un

pequefio volumen de un disolvente organico. (Rodriguez et al., 2020; Wei et al.,
2018)
Desorcion térmica: Los compuestos volatiles se desorben calentando la

trampa a una temperatura elevada mientras pasa gas inerte a través de ella
(Oliver et al., 2019; Mascrez y Purcaro, 2020; Spadafora et al., 2022). En la
técnica de purga y trampa la desorcion de los compuestos retenidos se lleva a
cabo de esta forma.

Espacio de Cabeza Estatico (SHS): La muestra se calienta en un vial cerrado por un

septum durante un periodo de tiempo determinado a una temperatura determinada y
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los volatiles se distribuyen entre la fase gaseosa y la fase de muestra hasta que se
alcanza el equilibrio térmico. Una pequefa fraccion del espacio de cabeza es luego

recogida y analizada directamente mediante GC (Figura 6).

FIGURA 6. ESQUEMA DE LA TECNICA ESPACIO DE CABEZA ESTATICO
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Fuente: Elaboracién propia

El muestreo se puede realizar directamente utilizando jeringas de gases (SHS)
(Oliver et al., 2019; Sales et al., 2019) u otros dispositivos basados en disefios de
captura que permitan una mayor concentracion de volatiles, como la
Microextraccion en Fase Soélida (HS-SPME) y la Extracciéon por Sorcion en el
Espacio de Cabeza (HSSE). La técnica HS-SPME integra la extraccion y la
concentracion de la muestra en un solo paso, que puede ser totalmente
automatizado. Es una técnica sencilla, barata y eficaz, que consiste en el uso de
una fibra de silice fundida cubierta de un polimero, un sorbente o la combinacion
de ambos sobre la que se absorben los volatiles tras ser expuesta durante un
tiempo determinado al espacio de cabeza del vial que contiene la muestra. Los
volatiles son luego desorbidos térmicamente directamente en la camara de
inyeccion del cromatografo (Cecchi et al.,, 2020; Cecchi et al., 2021). Por otra
parte, la técnica HSSE es un proceso de enriquecimiento sin disolventes. Se basa
en la sorcion de los analitos en una pelicula gruesa de polimetilsiloxano que
recubre una barra de agitacion. En este caso los analitos son desorbidos también
térmicamente (Aparicio, 2013; Stilo et al., 2019; Segura et al., 2020).
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Cavalli (Cavalli et al., 2003) hizo un estudio en el que comparoé las técnicas SHS,
HS-SPME y HSSE para la determinacion de los volatiles de varios aceites de oliva
virgen, encontrando que la técnica SHS no era adecuada debido a que no
conlleva una preconcentracion de la muestra. Sin embargo, las técnicas HS-
SPME y HSSE se aplicaron con éxito permitiendo la caracterizacion de los

compuestos.

1.3.1.2. Técnicas de Analisis

Existen varias técnicas para el analisis de los compuestos volatiles presentes en el

aceite de oliva virgen. A continuacion, se describen las técnicas mas utilizadas:

Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (GC-MS). La GC es una
técnica separativa que permite la separacion de los componentes de mezclas
complejas, siendo la técnica mas utilizada para este tipo de andlisis. En esta
técnica, la fase moévil es un gas inerte que arrastra a los componentes de la
muestra a través de la columna cromatografica donde se separan mediante una
combinacién de diferentes procesos de interacciones fisicas y/o quimicas entre
los componentes de la muestra y la fase estacionaria.

La Espectrometria de Masas (MS) es una técnica potente, de elevada
sensibilidad, que se basa en la ionizacion de las moléculas de los analitos y la
posterior separacion y registro de los iones producidos a partir de ellas segun su
relacion masa/carga (m/z) en un sistema a vacio. Ambas técnicas de
acoplamiento ofrecen una alta resolucibn y una gran velocidad analitica
proporcionado por la GC y una buena identificacion y sensibilidad debido a la MS
(Ben Brahim et al., 2018; Reboredo et al., 2012).

Cromatografia de gases bidimensional (GC-GC). Esta técnica se basa en el uso
de dos columnas con selectividades diferentes. Presentan un dispositivo de
transferencia, denominado modulador, comprendido entre ambas columnas y que
permite el aislamiento y la reinyeccién de las bandas cromatograficas desde la
primera a la segunda columna (Tranchida et al., 2013; Purcaro et al., 2014).
Presenta como ventaja un alto poder de selectividad y sensibilidad a diferencia de
la GC.

Cromatografia de Gases-Olfatometria (GC-O). Es una de las técnicas mas usadas

en el analisis de los compuestos volatiles del aceite de oliva y la mas utilizada
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para relacionar los compuestos quimicos con descriptores sensoriales. En esta
técnica se integra la separacién de compuestos volatiles mediante GC con la
deteccion de olores mediante un olfatometro (evaluador humano). Para ello, se
utiliza la nariz humana como detector para aquellos compuestos que se eluyen a

través de la columna cromatografica (Figura 7).

FIGURA 7. TECNICA CROMATOGRAFIA DE GASES-OLFATOMETRIA
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Los alimentos presentan multitud de compuestos volatiles pero solo unos pocos
presentan significado sensorial. El perfil obtenido mediante CG-O no refleja
necesariamente el perfil del aroma de la muestra ya que no es facil la asignacion
de cada compuesto volatili (Blank, 2002). Se han desarrollado varios
procedimientos para la obtencion de datos y poder estimar la contribucion
sensorial de los compuestos volatiles al aroma. Los dos procedimientos mas
utilizados son:

Técnica de tiempo-intensidad: se mide la intensidad del olor que desprende la

muestra, se describe y se registra la duracion que presenta. La técnica
denominada OSME (Gomes Da Silva et al., 2014) se basa en la evaluacién del
olor por el propio analista en un rango del 0 al 15. Tras esto se compara la
intensidad del olor con el tiempo de duracidn generandose una grafica

denominada “osmeograma”.
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Técnica de dilucién: Se han desarrollado dos métodos para dicha técnica

denominados CHARM (Combined Hedonic Aroma Response Measurements) y
AEDA (Aroma Extra Dilution Analysis). En ambos se evalua la actividad odorifera
de los compuestos mediante el analisis de una serie de diluciones del extracto
aromatico original, normalmente con diluciones 1:1 o 1:2, analizadndose
posteriormente por GC-O. La informacién obtenida no es la medida real del aroma
de dicho compuesto, ya que dichas técnicas no aseguran que la concentracion del
compuesto detectado por el analista sea el mismo que cuando se huele

directamente la muestra (Aparicio, 2013)

Cromatografia de Gases-Espectrometria por Movilidad de lones (GC-IMS). En
esta técnica, una vez que los compuestos de una muestra han sido separados
por una columna GC, son ionizados y entran consecutivamente en el
espectrometro de movilidad iénica (IMS). Los iones son conducidos a través de
un campo magnético en una direccidén contraria a un flujo de deriva (nitrégeno, o
aire) llegando con distintas velocidades al colector. Debido a que la separacion
de los iones se hace en funcién de su movilidad en lugar de su masa, es posible

detectar compuestos del mismo peso molecular (Abu y Herbert, 2008).

Espectrometria de Masas por Reaccion de Transferencia de Protones (PTR-MS).
Es una técnica utilizada exclusivamente para detectar compuestos organicos
gaseosos. Se basa en la ionizacion quimica por transferencia de protones de una
muestra gaseosa dentro de un tubo de deriva. Este proporciona un tiempo de
reaccion fijo para el paso de los iones denominado tiempo de residencia. Con la
combinaciéon de PTR y MS es posible identificar y cuantificar gases a una escala

de tiempo relativamente corta con una alta sensibilidad (Blake et al., 2009).

1.4COMPUESTOS FENOLICOS
La calidad que distingue a un aceite de oliva virgen de otro se debe a su flavor

(aroma y sabor) el cual es muy apreciado por los consumidores. La calidad del

aceite de oliva virgen no solo se refiere a la percepcion organoléptica, sino también a

su relacidon con la salud. Los beneficios con la salud relacionados al consumo del

aceite de oliva virgen estan vinculados a la presencia de compuestos fendlicos, ya
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que estos confieren propiedades antioxidantes junto con otros compuestos
minoritarios también presentes en la matriz lipidica (Aparicio et al., 2016).

Los compuestos fendlicos se encuentran mayoritariamente en la pula (mesocarpio)
de la aceituna. Cabe destacar que son solubles en agua y es por ello que gran parte
de estos se pierden en las aguas de lavado en la elaboracion del aceite. Cuando se
habla de compuestos fendlicos, también se usan términos como polifenoles, siendo
sustancias que poseen un anillo aromatico unido a uno o varios grupos hidroxilo
(Figura 8).

FIGURA 8. ESTRUCTURA QUIMICA DEL FENOL

Fuente: Elaboracién propia

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios provenientes de la ruta del
acido shikimico y del metabolismo de los fenilpropanoides. Los fenoles se pueden
agrupar en acidos fendlicos, fenoles simples, derivados de la oleuropeina,
flavonoides, lignanos, secoiridoides e hidroxi-isocromonas (Aparicio, 2013).

Los compuestos secoiridoides, constituyen el grupo fendlico mas abundante en la
aceituna, proveniente de la familia Oleaceae. Son caracterizados por incluir el acido
elendlico en su estructura. Dentro del grupos de los secoiridoides, cabe destacar la
oleuropeina, que alcanza hasta un 14% de la materia seca en aceitunas verdes
(Gomez-Rico et al.,2008). A continuacidén, se muestra una tabla con los principales

compuestos fenodlicos encontrados en el aceite de oliva virgen.
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TABLA 2: PRINCIPALES COMPUESTOS FENOLICOS DEL ACEITE DE OLIVA

VIRGEN
Acidos fenélicos Flavonoides Secoiridoides Derivados de
Oleuropeina
Vainillico Vainillina Oleuropeina (3,4-DPHEA-EA)
Aglicona de la
Siringico Hidroxitirosol Oleuropeina (3,4-DHPEA-EDA)
Acetato de Aglicona
B dlce Hidroxitirosol Ligustrosido (p-HPEA-EA)
Galico Tirosol (p-HPEA-EDA)
Derivado de
Cafeico Acetato de Tirosol Acido endlico
p-HPEA
Ferulico Lignanos
p- hidroxibenzoico (+)-1-Acetoxipinorresinol
Cinamico
Benzoico (+)-Pinorresinol

Fuente: Elaboracion propia con datos proporcionado por (Servilli, 2009).
Abreviaturas: (3,4-DPHEA-EA) Forma dialdehidica de aglicona de oleuropeina, (3,4-
DHPEA-EDA) Forma hidroxilica oxidada de aglicona de oleuropeina, (p-HPEA-EA)
Forma dialdehidica de descarboximetil aglicona de ligustrésido, (p-HPEA-EDA)
Forma hidroxilica oxidada de aglicona de ligustrosido

1.4.1. Oleocantal

El Oleocantal (OC) es un compuesto fendlico principal en el aceite de oliva debido a
sus propiedades beneficiosas siendo la forma dialdehica del
decarboximetiligustrosido aglicona. Fue identificado por primera vez por Montedoro
en el ano 1993 (Montedoro et al., 1993) a través de una caracterizacion
espectroscopica. Beauchamp (Beauchamp et al., 2005) identific6 dicho compuesto
como un antiinflamatorio no esteroideo natural con actividades similares al del
ibuprofeno. El oleocantal es el principal agente responsable de la sensacion de ardor

en la parte posterior de la garganta al ingerir cierta cantidad de AOVE. Dicho
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compuesto representa solo el 10% del contenido total de polifenoles (100-300
mg/Kg) aunque la concentracion de este se debe a diversos factores como son la
region geografica, el método de extraccion, las técnicas agricolas empleadas y sobre
todo la variedad (Vera et al., 2019). A nivel botanico, es un tipo de secoiridoide,
producto del metabolito secundario del género (Olea europaea L.), que actua frente
a situaciones estresantes de la planta (es por ello por lo que se encuentra en gran
cantidad en plantaciones de secano).

1.4.2. Oleuropeina

La oleuropeina es un compuesto fendlico secoiridoide glicosilado del éster del acido
elendlico con hidroxitirosol (2-(3,4-dihidroxifenil etanol)), siendo la responsable del
amargor de los aceites de oliva virgenes. Se encuentra de forma principal en la hoja
del olivo y en el propio fruto, siendo su concentracidon variada en funcion del estado
de madurez del fruto. La oleuropeina es degradada en el colon dando lugar a la
liberacidn de hidroxitirosol como producto mayoritario (Vissers et al., 2002). Tiene
varias propiedades a nivel farmacologico destacando su poder antioxidante, el cual
puede llegar a ser superior al de la vitamina E y C (Charoenprasert et al., 2012)

1.4.3. Formacion de los compuestos fendlicos

La ruta de la biosintesis de los compuestos fendlicos comienza con la formacion del
acido shikimico, tomando como precursores el fosfoenolpiruvato (proveniente de la
glicolisis y eritrosa-4-fosfato) procedentes de las pentosas dando como resultado la
fenilalanina. Esta ultima, se encuentra en la ruta de los fenilpropanoides dando lugar
a la formacion de compuestos fendlicos como son las cumarinas, los flavonoides,
lignanos acidos benzoicos y derivados hidroxicinamicos. Para su formacién es
necesaria la ruta del acido mevaldnico donde presenta como compuesto de partida

el acido deoxiloganico, para asi formar los compuestos secoiridoides (Figura 9).
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FIGURA 9. RUTAS IMPLICADAS EN LA FORMACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS
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Fuente: tomado de Romero, 2015.

- Ruta de fenilpropanoides: En esta ruta la fenilalanina se transforma en tioéster p-
cumaril-CoA mediante la accién de tres enzimas (fenilalanina amonioliasa,
cinamato-4-hidroxilada y p-cumaril-CoA ligasa) a partir de las cuales
desencadenan la ruta de la biosintesis de los monolignoles y los flavonoides
(Noel et al., 2005).

- Ruta del acido mevalénico es una ruta muy compleja que actualmente no se

encuentra descrita.

De varios estudios (Damtoft et al., 1993; 1995) se ha deducido que, a partir del acido
mevalonico, se origina una conversion directa del 7-cetologanina a oledsido-11-metil
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éster, seguido de una conversion a 7-B-1-D-glucopiranosil-11-metil oledsido y su
esterificacion con tirosol para formar el ligustrésido, y, finalmente, mediante
hidroxilacion formar la oleuropeina. Esta se acumula a lo largo de la fase de
crecimiento del fruto, decreciendo durante la maduracion (Malik y Bradford, 2006).
En este proceso, interviene la B-glucosidasa que, en contacto con la oleuropeina,
provoca su hidrdlisis disminuyendo la percepcion de su amargor. Durante el proceso
de elaboracién del aceite la B-glucosidasa hidroliza los compuestos presentes en el
fruto transformandolos en 3-4-DHPEAEA, 3-4-DHPEA-EDA, p-HPEA-EA y p-HPEA-
EDA (Gémez et al., 2009)

1.4.4. Contenido Fendlico total

El contenido fendlico total oscila dependiendo de la variedad del fruto, de las
condiciones de cultivo, etc. Presentan un rango de entre 50-1000 mg/Kg siendo el
rango mas habitual el de 100-300 mg/Kg.

El método de eleccién para determinar el contenido fendlico total es el ensayo de
Folin-Ciocalteu. Se basa en la capacidad que tienen los polifenoles de reducir el
reactivo de Folin, que contiene sales de molibdeno y tungsteno, para dar lugar a un
complejo fosfomolibdico-fosfotungstico. La transferencia de electrones a pH basico,
reduce el complejo a un 6xido de color azul intenso de molibdeno y tungsteno. La
intensidad de la coloraciéon azul generada se mide luego por espectrofotometria a
760 nm, utilizando como patron acido galico. Es un método sensible y preciso,
aunque sufre de la interferencia de sustancias como aminas aromaticas, acido
ascorbico y otras que reaccionan también con el reactivo (La Cueva et al., 2010).
1.4.5. Koz

La rancidez oxidativa u oxidacion del aceite es el principal parametro que afecta a su
calidad, teniendo lugar en la produccion y almacenamiento del aceite. Uno de los
parametros importantes relacionado con el deterioro oxidativo del aceite es la
absorbancia a 232 nm, denominado como K232, que esta relacionado con las etapas
iniciales de la oxidacion de dicho producto (Guzman et al., 2011). Segun el
Reglamento de la Comisién Europea (Reglamento 1604/2019), como ya se ha
mencionado anteriormente, el valor de K232 no ha de ser superior a 2,50 para que un
aceite de oliva pueda clasificarse como aceite de oliva virgen extra o no ser superior

a 2,60 para que pueda clasificarse como aceite de oliva virgen.
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Si estos aceites presentan valores de Kzs2 superiores a los indicados anteriormente,

esto indica la presencia de productos primarios de oxidacion (hidroperéxidos), con

estructura de dienos conjugados, en una cantidad que no es apropiada para su

categoria comercial.

1.4.6. Técnicas de Extraccion

Es de gran interés el analisis de los compuestos fendlicos desde el punto de vista de

la estabilidad oxidativa y las propiedades saludables que presentan (EFSA, 2011).

Existen varios métodos de analisis, pero independientemente de estos, previamente

se ha de extraer la fraccion fendlica del aceite. Para ello, se utilizan generalmente

las técnicas extraccion liquido-liquido y extraccidn en fase soélida.

Extraccion liquido-liquido (LLE). En esta técnica, también denominada como
extraccidon con disolventes, se transfieren las sustancias quimicas de una
solucion a otra basandose en la diferente solubilidad de estas en dos disolventes
inmiscibles entre si (Zhang y Hu, 2013). También se ha propuesto el uso de un
extractor de particion centrifugo (Centrifugal Partition Extractor, CPE) para
mejorar la pureza y rendimiento en la extraccion de compuestos fendlicos. Asi,
Angelis propuso dos métodos de extraccion diferentes: una estrategia secuencial
que consta de varios ciclos de "extraccion-recuperaciéon" y una estrategia
continua basada en la elucién en contracorriente en fase estacionaria (Angelis et
al., 2017). La fraccion fendlica total resultante fue luego fraccionada mediante el
uso de Cromatografia de Particion Centrifuga (CPC) con elucion en gradiente.

Extraccién en fase solida (SPE): Es una técnica muy utilizada para muestras
liquidas donde se consigue purificar y concentrar los analitos de interés mediante
la retencion de estos en una fase sdlida. Presenta ventajas como la baja
manipulacion de la muestra, alto poder de concentracién, bajo consumo de
disolventes y ademas, presenta la posibilidad de ser una técnica automatica.
Este proceso necesita una preparacion de la muestra, mostrado en la Figura 10.
La primera etapa es denominada acondicionamiento, donde se hace pasar a
través el cartucho un disolvente para asi poder eliminar las impurezas e hidratar
la fase estacionaria. La segunda etapa es el paso de la muestra donde quedan
retenidos los analitos de interés, una tercera etapa es el lavado mediante un

disolvente con gran afinidad por las interferencias y por ultimo la elucion
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mediante disolventes adecuados para la muestra, recuperando de esta manera,

el analito (Canosa, 2008).

FIGURA 10. ESQUEMA DE LA TECNICA EXTRACCION EN FASE SOLIDA
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Los cartuchos mas empleados en la determinacion de los compuestos fendlicos, son
los C18 necesitando la adicion de un disolvente organico para asi eluir la muestra
facilmente sin afectar a la recuperacién, de en este caso, los compuestos fendlicos
(Romero, 2015). Esta técnica se ha aplicado con éxito para la extraccion de
compuestos fendlicos en el aceite de oliva virgen (Servili et al., 1999), obteniendo
porcentajes de recuperacion elevados.

1.4.7. Técnicas de analisis

La determinacion de compuestos fendlicos se lleva a cabo usualmente mediante
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC). Esta es una técnica de
separacidon muy apropiada para el analisis de compuestos polares, como son los
compuestos fendlicos. La principal diferencia con la GC es que en este caso la fase
movil es liquida. Esta es la técnica utilizada en el método oficial del IOOC para el

analisis de biofenoles (IOOC, 2017c). Este método, describe un procedimiento para

31



la extraccion y cuantificacion por HPLC de los compuestos biofendlicos polares
menores en los aceites de oliva. Los compuestos biofendlicos se extraen en metanol
y posteriormente se analizan mediante HPLC en fase inversa con columna de C18 y
detector UV (280 nm), utilizando acido siringico como patron interno. Las
concentraciones son expresadas en mg/Kg de tirosol, siendo los rangos detectado
de 30 a 800 mg/Kg.

También se ha propuesto el uso de la técnica HPLC acoplada a MS para la
determinaciéon de compuestos fendlicos, permitiendo en este caso la identificacion
de cada uno de los componentes de la fraccion (Romero, 2015; Dierkes et al., 2012).
1.5. ESTERES ETILICOS

La determinacion de ésteres alquilicos, fue propuesta por el I00C en 2009
(International Olive Council, 2009) y en el afio 2011 se estableci6 como un método
oficial adoptado por la normativa europea (European Commission Regulation, 2011).
Los ésteres etilicos de acidos grasos junto con los ésteres metilicos constituyen los
ésteres alquilicos. Estos representan una familia de lipidos neutros naturales que se
producen por esterificacion de acidos grasos libres, con alcoholes de bajo peso
molecular como son el metanol y el etanol. No representan peligro para la salud
humana debido a que son componentes liposolubles naturales del aceite. (Di serio et
al., 2016).

El metanol y el etanol provienen de la degradacidn progresiva de las paredes
celulares de la drupa (aceituna), lo que ocurre por ejemplo cuando esta se encuentra
sobremadurada o ha sido dafada; también se originan en los procesos
fermentativos que ocurren principalmente durante su almacenamiento en
condiciones inadecuadas (Squeo et al., 2009). Debido a que el etanol solo puede
producirse mediante fermentacion, los ésteres etilicos representan un marcador de
calidad mas importante que los ésteres metilicos y es por ello que en 2013, en la
normativa europea, se sustituyd la determinacion de los ésteres alquilicos por la de
los ésteres etilicos (European Commission, 2013), estableciendo un limite maximo
de 35 mg/Kg para el aceite de oliva virgen extra.

1.5.1. Formacién de los ésteres etilicos

Estos compuestos pueden formarse por dos vias, mediante esterificacion de los

acidos grasos libres o por trans-esterificacion de los triglicéridos con etanol
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(Biederman et al., 2008). La esterificacién de acidos grasos libres consiste en una
reaccion de orden dos, en medio acido, catalizado por ciertas enzimas. Esta
reaccion varia en funcion de la cantidad de &acidos grasos libres, de alcohol
presentes y de la temperatura (Pérez et al., 2008), y es ligeramente mas rapida que
la transesterificacién. No obstante, si la cantidad de acidos grasos esterificados es
elevada, la transesterificacion sera la ruta de formacion de los ésteres (Biederman et
al., 2008).

1.5.2. Métodos de analisis

La normativa Europea adopté como método oficial para la determinacion de ésteres
etilicos el del IOOC (I00C, 2017d). Este método permite la determinacion de ceras y
de ésteres metilicos y etilicos. La extraccion de estos compuestos se lleva a cabo
mediante Cromatografia en Columna, empaquetada con gel de silice y utilizando
como eluyente una mezcla hexano:éter etilico (99:1). La determinacion de los
ésteres etilicos se lleva a cabo a continuacion en el extracto obtenido haciendo uso
de la GC.

1.6. DIACILGLICEROLES
El aceite de oliva contiene acilgliceroles,principalmete como triacilgliceroles y en
menos medida diacilgliceroles. Los diacilgliceroles (DAG) son ésteres de glicerol en
los que dos de los grupos hidroxilo estd unido mediante un enlace éster
(esterificado) con acidos grasos (Figura 11). Se ha afirmado que estos son
beneficiosos para la salud humana (Fiametti et al., 2011).

FIGURA 11. ESTRUCTURA QUIMICA DE 1,2- Y 1,3-DIACILGLICERIDOS
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Los DAG se encuentran en los aceites de oliva virgenes en bajas cantidades (entre
un 1y un 3%) como productos intermediarios de la biosintesis de triacilgliceroles
(1,2-DAG) o como productos de hidrolisis enzimatica que ocurren antes o después
del proceso de extraccion del aceite (1,3-DAG). Los aceites de oliva virgen
provenientes de frutos sanos contienen en su mayor medida 1,2-DAG mientras que
los obtenidos de frutos de mala calidad contienen 1,3-DAG y acidos grasos libres
(Caponio et al., 2013).Durante el almacenamiento del aceite de oliva virgen la
cantidad de 1,2-DAG disminuye y por lo contrario aumenta la de 1,3-DAG (Pérez
Camino et al., 2001).

1.6.1. Formacidén de diacilgliceroles

La formacién de los triacilgliceroles, a partir del glicerol 3-fosfato y acidos grasos,
tiene lugar mediante la ruta de Kennedy. En ella se encuentran implicadas enzimas
como la aciltransferasa y la fosfatasa, que utilizan acil-CoA como sustrato. La ruta
esta compuesta por 4 etapas (Figura 12), estando la tercera etapa, que es la que da
lugar a la formacion de los diacilgliceroles, catalizada por la enzima fosfatidato
fosfohidrolasa.

Por otro lado, como ya se ha dicho anteriormente, los isémeros 1,3-DAG es formado
a través de la hidrdlisis enzimatica del 1,2-DAG ocurriendo en el proceso posterior o
anterior a la extraccién del aceite (Acebal., 2015)

FIGURA 12. RUTA DE KENNEDY
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1.6.2. Métodos de analisis

El método oficial propuesto por el IOOC (IOOC, 2013) permite la determinacion
paralela de triacilgliceroles y DAG, mediante GC, con un contenido de acido laurico
inferior al 1 %. Ambos tipos de compuestos son sometidos previamente a una

sililacion y posterior extraccion con heptano.

Los triacilgliceroles son determinados en base al niumero de atomos de carbono,
mientras que los DAG se determinan en funcidon de su numero de atomos de
carbono y su estructura. De esta manera, los 1,2-DAG presentan menor tiempo de
retencion que sus isomeros 1,3-DAG. Las estructuras de los diacilgliceroles
insaturados no interfieren en los tiempos de retencion y es por ello que tanto los
DAG saturados como los insaturados se eluyen de forma simultanea. Los DAG
eluyen segun el siguiente orden: 1,2 C32; 1,3 C32; 1,2 C34; 1,3 C34; 1,2C36y 1,3
C36. La identificacion de 1,2-DAG y 1,3-DAG se basa en la relacidén de los tiempos
de retencién con los de mezclas conocidas de DAG. El contenido porcentual de 1,2-
DAG se obtiene a través de la relacion del area de los picos cromatograficos de
dichos isémeros y el area total de los picos cromatograficos de los DAG. De la
misma manera, la cuantificacion de los DAG totales se realiza mediante la relacion
entre la suma de las areas de todos los picos de DAG y el patréon interno
(dinonadecanoina).

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este Trabajo Fin de Master es el estudio de la relacion
existente entre la calidad del aceite de oliva virgen, definida mediante parametros

organolépticos, y su composicion quimica.
Este objetivo general se desarrolla a través de los siguientes objetivos especificos:

- Revisar las reacciones de formacion de los compuestos volatiles, compuestos

fendlicos, ésteres etilicos y diacilgliceroles en aceites de oliva virgen.

- Revisar las técnicas de extraccion y andlisis cuantitativo de los compuestos
volatiles, compuestos fendlicos, ésteres etilicos y diacilgliceroles en aceites de

oliva virgen.
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- Estudiar la relacién entre los compuestos volatiles del aceite de oliva virgen y sus

atributos sensoriales positivos y negativos (aroma).

- Estudiar la relacién entre los compuestos fendlicos del aceite de oliva virgen y

sus atributos sensoriales positivos (sabor).

- Estudiar la relacion entre los ésteres etilicos del aceite de oliva virgen y sus

atributos sensoriales negativos (defectos).

- Estudiar la relacion entre los diacilgliceroles del aceite de oliva virgen y sus
atributos sensoriales negativos (defectos).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. COMPUESTOS VOLATILES COMO MARCADORES DE LAS
PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el IOOC recoge el analisis sensorial
mediante el panel de cata como método oficial de la evaluacion de la calidad
sensorial del aceite de oliva virgen. El aroma de este, es debido a la presencia de
compuestos volatiles donde segun su perfil, el I0OOC (IOOC, 2018) clasifica los
defectos sensoriales mas comunes en 6 grupos: Atrojado, Moho-humedad-tierra,
Avinado-avinagrado, acido-agrio, rancio y madera humeda-aceituna congelada. Este
ultimo defecto se debe a la congelacion del propio fruto, el defecto de Polvo-barro
proviene de una mala recogida del mismo y los demas defectos provienen de la
mala conservaciéon del fruto o de la pasta de aceituna. Cada uno de los defectos
detectados tiene un perfil de volatiles diferente a los demas. En la Figura 13 se
muestran de forma independiente algunos perfiles de los defectos mencionados
anteriormente, teniendo como referencia el perfil de un aceite de oliva virgen sin

defecto.
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FIGURA 13. PERFILES DE COMPUESTOS VOLATILES EN ACEITE DE OLIVA
VIRGEN CON DEFECTOS SENSORIALES
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Atrojado: Sabor caracteristico de aquel aceite el cual se ha obtenido de aceitunas
apiladas en condiciones tales, que hayan sufrido una fase avanzada de fermentacién
anaerobica o de aquel aceite el cual ha estado en contacto durante un tiempo
prolongado con los sedimentos (I00C, 2018)
Estudios previos han establecido que en las primeras etapas del almacenamiento de

las aceitunas, los microorganismos mas abundantes son de los géneros Aerobacter
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y Escherichia junto con mohos y levaduras, mientras que tras un largo periodo
destacan los géneros Clostridium, Serratia y Pseudomonas.

Cabe destacar, ademas, la alta concentracién de ésteres, que indica a su vez, una
sobremaduracion del fruto ya que la capacidad que tiene un fruto de producir ésteres
aumenta con el grado de maduracion, al igual que las altas actividades enzimaticas
(Luna, 2003).

Moho y humedad: Sabor propio de aceites obtenidos de frutos en los que se han

desarrollado gran cantidad de hongos y levaduras como consecuencia del
almacenamiento en condiciones humedas o de aceitunas recolectadas con tierra o
barro. (I00C, 2018).

Existen distintos microorganismos que provocan dicho defecto, entre los cuales se
encuentran Penicillium natatum siendo el mas abundante. Presenta como funcidn la
oxidacion de los acidos grasos libres presentes en el fruto, produciendo compuestos
volatiles como metil-cetona. Otros hongos presentes son los del género Fusarium,
Rhizopus aunque estos se encuentran en menor medida. Con respecto a las
levaduras encontradas cabe destacar la del género Saccharomyces, Pichia o
Candida. (Cecchi et al., 2021 b).

Avinado: Sabor caracteristico de aquellos aceites que recuerdan al vino o al vinagre
(100C, 2018).

Es un defecto tipico de aceitunas que han sufrido fermentacion alcohodlica o acética.
La razdén principal de este defecto es la produccién de compuestos volatiles los
cuales estan asociados a un proceso fermentativo proveniente de bacterias lacticas
(Lactobacillus) y bacterias acéticas. Estos microorganismos inducen a un proceso
fermentativo dando lugar a la produccion de etanol, acetato de etilo y acido acético
(Genovese et al., 2021).

Rancio: Sabor caracteristico de los aceites los cuales han sufrido un intenso
proceso de oxidacion (IOOC, 2018). Este fenémeno es promovido por una
exposicion prolongado al aire, exposicion a la luz y temperaturas relativamente altas.
(Genovese et al., 2021) Es el defecto mas estudiado debido a su implicacion en la
pérdida de la calidad. Este proceso afecta de forma fundamental a los acidos oleicos

linoléico y Linolénico. Cuando se estudia la alteracion oxidativa, se observa que a
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medida que aumenta, disminuyen los acidos grasos insaturados aumentando los
productos secundarios de la oxidaciéon de volatiles.

Madera humeda: Sabor caracteristico de los aceites extraidos de aceitunas que han

sido dafiadas por heladas mientras estaban en el arbol.

Por otro lado, segun I0OOC (I0O0OC, 2018), define como principales atributos positivos

el frutado, amargo y picante donde dentro de estos, el frutado viene provocado
principalmente por compuestos volatiles. El frutado de un aceite de oliva virgen
viene definido como el conjunto de sensaciones olfativas las cuales dependen de
forma principal de la variedad, de frutos sanos y frescos o maduros. Estas
sensaciones son captadas mediante via directa y/o retronasal. Con respecto al
frutado maduro este se evalua mediante inhalacion directa. (Fernandez, 2010)

La fraccion volatil del aceite de oliva virgen esta compuesta por numerosos
compuestos como pueden ser carbonilos, alcoholes, ésteres e hidrocarburos.
Especialmente, los aldehidos lineales saturados e insaturados de seis carbonos
representa la fraccidon mas importante desde el punto de vista cuantitativo, pero otros
compuestos como pueden ser los aldehidos monoinsaturados de siete y once
carbonos, aldehidos y alcoholes ramificados dan lugar, en concentraciones
elevadas, a los denominados defectos organolépticos.

Los compuestos de seis atomos de carbono son producidos de forma enzimatica, a
partir de los acidos grasos poliinsaturados a través de la denominada via de la
lipoxigenasa (LOX), cuyas concentraciones dependen de la actividad de la enzima

implicada en dicha via.

Generalmente, se asume que la intensidad de los estimulos provocados por los
compuestos volatiles esta relacionado con su cantidad, por lo que para buscar
relaciones entre los compuestos volatiles y las caracteristicas sensoriales es
relacionar la concentracion de volatiles con las intensidades de los atributos

sensoriales.

Pero no siempre la concentracion de cada compuesto volatil es la forma de describir

el aroma del aceite. De hecho, no siempre es correcto que los compuestos volatiles
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en concentraciones mayores son los principales contribuyentes del aroma, ya que
existen otros factores como son la volatilidad, la forma, el tamafo, la posicion de los
grupos funcionales, etc. Ademas, cada compuesto volatil contribuye al conjunto del
aroma segun su propia calidad de olor, la cual esta influenciada segun el isémero,

trans-cis, y por la posicién de las instauraciones (Angerosa et al., 2004).

Se han llevado a cabo varias investigaciones para encontrar relaciones entre los
compuestos volatiles y las percepciones sensoriales, pero los resultados no son
suficientemente completos como para describir todas las sensaciones

experimentadas en la cata.

Un inconveniente sobre la evaluacion sensorial de los aceites de oliva virgenes es el
hecho de que cada catados juzga las caracteristicas organolépticas de forma
subjetiva, ya que cada persona tiene umbrales sensoriales diferentes. Para paliar
estos inconvenientes, se puede evaluar la contribucion de cada compuesto volatil al
sabor del aceite mediante la relacion entre la concentracion del compuesto y su
umbral de sabor evaluado mediante la via nasal y retronasal, conocido como valor
de actividad de olor (OAV) (Angerosa, 2002).

El OAV es un parametro que proporciona un patron aproximado de la importancia
sensorial de los olores, permitiendo convertir los datos cuantitativos en informacion
sensorial. De esta manera, los compuestos cuyo OAV sea mas alto, contribuiran de

manera mas fuerte al aroma general (Acefia et al., 2011).

Un estudio realizado en el afio 2005 (Morales et al., 2005) analizé los principales
defectos del aceite de oliva virgen mediante GC de alta resolucion haciendo uso,
ademas, del OAV. Como resultados se obtuvo que el defecto principal fue el de
moho-humedad, donde fue detectado con OAVs de 250, 68, 13 y 26 mg/Kg
procedentes de los compuestos 1-octen-3-ol, heptanal, 1-octen-3-one, y Hexanal
respectivamente. Todos aquellos compuestos donde el OAV era mayor que uno,

contribuyen al defecto sensorial mencionado anteriormente.

El OAV puede obtenerse de forma mas sencilla utilizando el Analisis de Dilucion de

Extractos Aromaticos. En esta técnica, el extracto de la fraccion volatil se diluye
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segun una relacién volumen. Esta fraccion es analizada mediante la técnica GC-
olfatometria, realizandose este procedimiento hasta que los evaluadores no perciban
ninguna sensacion. La relacion entre la concentracion del extracto inicial y su
concentracion en el extracto mas diluido, donde aun se detectd olor, representa el
factor de dilucion del olor (FD) el cual es proporcional al OAV pudiendo asi calcular
su valor de actividad de olor. Esta técnica es la mas comun para la evaluacion de la

potencia del olor en extractos alimenticios. (Angerosa et al., 2004).

A continuacion, se muestra una TABLA 3 donde se exponen los diferentes
compuestos volatiles encontrados en el aceite de oliva, su respectivo OAV y su
aroma.
TABLA 3. COMPUESTOS VOLATILES ENCONTRADOS EN LOS ACEITES DE
OLIVA VIRGEN, SU OAV Y SU AROMA

Aldehidos Alcoholes
Compuesto OAV Aroma | Compuesto | OAV (ug/Kg) | Aroma
(Mg/Kg)

2 metilbutanal 5,2 Malta Etanol 30000 Alcohol
Trans-2- 300 Manzana Pentanol 470 Frutado
pentenal
Heptanal 500 Madera Hexanol 400 Banana

2,4-heptadienal 3620 Rancio Trans-2- 5000 Hierba

hexen-1-ol verde
2,4-decadienal 2150 Fuerte Nonanol 13500 Rancio
Esteres Cetonas
Compuesto OAV Aroma | Compuesto OAV (ug/Kg) | Aroma
(ng/Kg)
Fruta
Hexil acetato 1040 verde Butan-2-ona 40000 Frutado
Frutado
Etil propanoato 100 6-metil-5- 1000 Punzante
hepten-2-ona
Dulce
Etil butanoato 30 Octan-2-ona 510 Moho
Pina
Propil 150 1-octen-3-ona 10 Hongos
butanoato
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Acidos Carboxilicos

Compuesto OAV (ug/Kg) Aroma

Acido acético 500 Vinagre
Acido propanoico 720 Agrio
Acido butanoico 650 Queso Rancio
Acido octanoico 3000 Aceitoso

Fuente: Elaboracion propia con datos proporcionados por (Kalua et al., 2007)

Un estudio realizado por Purcaro, (Purcaro et al., 2014) investigo la aplicabilidad de
definir un modelo quimico de los compuestos volatiles del aceite de oliva virgen para
asi relacionarlo con la calidad sensorial del producto utilizando CG x CG dando

resultados positivos y fiables.

Recientemente, el uso de un dispositivo electrénico denominado E-lengua
potenciométrico ha demostrado ser una herramienta de sensor de sabor practica y
util para el anélisis del aceite de oliva ( Veloso et al., 2016 , Veloso et al., 2018 , Slim
et al.,, 2017 , Souayah et al., 2017 ) donde proporciona respuestas cuantitativas de
compuestos de aldehidos, alcoholes y ésteres que imitan los atributos sensoriales
positivos del aceite de oliva, como son, 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (sensacion
de vainilla), acetato de hexilo (dulce, verde, hierba, sensaciones afrutadas o
manzana), (£)-hex-3-en-1-ol (sensaciones hojas verdes o platano), (E)-hex-2-enal
(sensaciones verde, almendras o manzana), (Z)- acetato de hex-3-enilo
(sensaciones afrutadas o de hojas verdes), acidos citrico y tartarico (sensacion
acida), cafeina y quinina (sensaciones amargas) y cloruro de sodio o potasio

(sensacion salada).

De forma reciente, se ha realizado un estudio por ZAneti¢, (ZAnetié et al., 2021)
donde se observa el perfil sensorial de aceites de oliva virgenes monovarietales de
las cuatro variedades de aceituna mas comunes de Dalmacia. Se realiz6 el estudio

mediante la técnica de microextraccién en fase solida con espacio de cabeza en
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CG/MS. Se observo que el compuesto volatil mas frecuente es el aldehido de 6
carbonos E-2-hexenal donde se observd su relacion con el aroma de afrutado
intenso a almendra y con notas ligeras a manzana. De igual manera se observo la
relacion que existia entre un aceite cuya concentracion en Z-3-hexen-1-ol era

elevada y su aroma a manzana y tomate.

Por otro lado, con respecto a los atributos negativos, Marx et al. (2017) describio al
acido n-butirico (defecto butirico), 2-mercaptoetanol (defecto putrido) y acido

ciclohexanocarboxilico (defecto de zapateria).

A continuacion se expone una tabla donde se muestran diferentes compuestos que
pueden encontrarse en el aceite de oliva virgen relacionado con los atributo positivos

y negativos del mismo Tabla 4 y Tabla 5.
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TABLA 4. RELACION DE COMPUESTOS VOLATILES CON ATRIBUTOS POSITIVOS

Familia

Alcoholes

Aldehidos

Cetona

Esteres

Compuesto

3-metil-butanol

Trans-2-hexen-1-ol
Z-2-hexen-1-ol
6-metil-5-hepten-3-ol
Hexanol

Z-3-hexen-1-ol

2-metilbutanal
Hexanal
Butanal
2-hexenal
2-metil-2-butenal
Benzaldehido
Decanal
Cis-3-hexenal
Pentan-3-ona
6-Metil- hepten-2-ona
Acetato de hexilo
Butanoato de etilo
Propil-butanoato

Atributo

Dulce,afrutado

Alloza
Almendra
Nuez
Platano

Platano

Dulce
Césped, manzana
Hierba verde
Platano
Manzana Verde
Almendra
Dulce
Hoja
Frutado,Dulce
Verde
Fruta Verde
Dulce
Pifa
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Referencia
(Cecchi et al.,2021)

(Oliver et al., 2016)
(Shake y Azza, 2013)
(Shake y Azza, 2013)
(Morales et al., 2005)

(ZAneti¢ et al.,2021)

(Shake y Azza, 2013)
(Cecchi et al.,2021)
(Lobo et al., 2020)

(Shake y Azza, 2013)
(Lobo et al., 2020)

(Angerosa et al., 2004)

(Morales et al., 2005)
(Kalua et al., 2007)

(Angerosa et al., 2004)

(Lobo et al., 2020)
(Oliver et al., 2016)

(Angerosa et al., 2004)

(Morales et al., 2005)



TABLA 5. RELACION DE COMPUESTOS VOLATILES CON ATRIBUTOS NEGATIVOS

Familia

Alcoholes

Aldehidos

Cetona

Esteres

Acidos Carboxilicos

Compuesto

1-octen-3-ol

2-heptanol
2-metil-butan-1-ol
Guaiacol
2-heptenal
trans-2,decanal
Acetaldehido
Cis-3-hexenal
1-penten-3-ona
1-octen-3-ona

Piranona

Acetato de etilo

Acido hexanoico
Acido heptanoico
Acido pentanoico
Acido acético
Acido nonanoico

Acido butanoico

Atributo

Moho

Tierra
Avinado
Ahumado
Sebo
Metalico
Picante
Jabén
Agrio
Humedad

Quemado

Viscoso

Rancio
Rancio
Podrido
Vinagre
Grasiento

Queso
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(Kalua et al., 2007)
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(Oliver et al., 2016)
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(Lobo et al., 2020)
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(Lobo et al., 2020)
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(Morales et al., 2005)



3.2. CONTRIBUCION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS A LAS
CARACTERISTICAS SENSORIALES DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN.

El aceite de oliva virgen presenta, como ya se ha dicho anteriormente, un gran
contenido en compuestos fendlicos. Estos compuestos proporcionan a los aceites
caracteristicas a nivel quimico, organoléptico y de salud. A nivel quimico estan
relacionados con el efecto antioxidante y con la estabilidad oxidativa del aceite, y a
nivel organoléptico se encuentran relacionados con el amargor y el picor del mismo
(Beltran et al., 2000).

Las propiedades de los aceites de oliva virgen se ven afectados, en gran medida,
por su composicion fendlica. Varios estudios como los realizados por (Servilli et al.,
2009) han demostrado la contribucién de las fracciones fendlicas de estos con el
amargor, la astringencia y el picor. De forma general, el “picante” y “amargo” de los
aceites de oliva, estan relacionados con los compuestos tirosol, hidroxitirosol y sus

derivados.

Los antioxidantes de los aceites de oliva, de forma mayoritaria, son los polifenoles y
los carotenos, donde estos ultimos incluyen a la luteina como componente principal,
violazantina y [p-caroteno. Estos ultimos compuestos se encuentran en
concentraciones de 5 a 24 mg/Kg donde el 90 % de los tocoferoles totales viene
representado por a-tocoferol el cual varia en funcion de los factores agronémicos, el

cultivo y la maduracion del fruto.

Segun (Garcia et al., 2001) se observd que el amargor del aceite de oliva, medido
sensorialmente procedente de la suma de los dos derivados de la oleuropeina,
disminuye en funcién de la temperatura. A pesar de todo esto, la relacién entre las
caracteristicas sensoriales y los fenoles mas hidrofilicos estdan aun por definir.
Ademas, describid que la intensidad del amargo del aceite de oliva virgen, se ha
relacionado con la presencia de compuestos fendlicos derivados de la hidrélisis de la
oleuropeina interfiriendo dos tipos de enzimas, como la las glicosidasas y las

estearasas. En el caso de las glicosidasas, rompen el enlace glucosidico de la
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oleuropeina dando lugar a los derivados secoiridoides de los fenoles, los cuales

estan implicados en el amargor del aceite.

La aceituna presenta compuestos secoiridoides en forma libre y glucosilados, siendo
la oleuropeina el mayoritario. Ademas también presenta legustrésido y algunas
variedades como la dimetil-oleuropeina donde se le atribuye el amargor

caracteristico del fruto verde (Soler, 2009)

Han sido estudiadas as relaciones entre los derivados de los secoiridoides y el
amargor, focalizandose previamente, en dos derivados de la oleuropeina y de la
dimetil oleuropeina, de igual modo las propiedades sensoriales de amargor y picante
con la relacidon de derivados del ligustrésido. (Carrasco., 2006).

Aunque, actualmente no se han detallado las relaciones entre los compuestos
fendlicos y las caracteristicas sensoriales de los aceites de oliva virgen, varios
estudios han evidenciado el gran impacto sensorial producido por los derivados

secoiridoides presentes en el mismo. (Uccella et al., 2001).

Se sabe que durante el almacenamiento, la composicion en compuestos fendlicos es
modificada a partir de enzimas que pueden encontrarse en el propio zumo oleoso.
Estas enzimas pueden afectar a las propiedades sensoriales de picante y amargor.
Estos a su vez, dependen de forma principal en el contenido de aglicon y
secoiridoides provocando a su vez defectos organolépticos como por ejemplo,

rancio, pepino o fango. (Inglese et al., 2011)

De esta manera, se ha descrito una elevada correlacion entre las formas 3,4-
DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA y p-HPEA-EDA con la intensidad del amargor del
aceite de oliva virgen ((Garcia et al., 2001; Gutiérrez-Rosales et al., 2003; Tovar et
al., 2001)

Otro estudio realizado por Andrewes (Andrewes et al., 2003), tras aislar e identificar
fracciones fendlicas, se observd que el p-HPEA-EDA el cual fue identificado
mediante MS y RMN, es el principal contribuyente de las notas sensoriales picantes

de los aceites de oliva virgen tras producir una sensacién ardiente en la parte
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posterior a la garganta, mientras que 3,4-DHPEA-EDA presento una sensacion

inferior de picor en los catadores.

Un estudio realizado en el afio 2012 por Dierkes (Dierkes et al., 2012) observo que
el contenido fendlico total no muestra una correlacion satisfactoria con el amargor y
picante evaluado sensorialmente. Se ha observado ademas que varias muestras de
aceite con alto contenido en compuestos fendlicos presentan una baja intensidad de
amargor y picante porque el método que se utiliz6 no es capaz de predecir si un

aceite de oliva virgen va a ser picante o no.

Por otro lado, se estudid la relacién directa entre la carboximetil aglicona de
oleuropeina con el amargor y el contenido de aglicona descarboximetil ligustrosido
con el picante siendo la relacion positiva aunque de forma débil. A través de esto, se
obtiene como conclusién que para predecir las intensidades de amargor y picante se

ha de tener en cuenta todos los secoiridoides y sus derivados.

3.3RELACION ENTRE EL CONTENIDO DE ESTERES ETILICOS Y LA CALIDAD
SENSORIAL DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN.

El contenido en ésteres etilicos es originado por las reacciones producidas en
aceitunas de baja calidad y que ademas presentan una concentracion elevada de
acidos grasos libres, metanol presente de una desmetilacion del fruto y/o presencia
de etanol procedente de la fermentacion del azucar presente en el fruto; originando

aceite de oliva de baja calidad.

Un estudio realizado en el aino 2012 por Gomez (Gémez et al, 2012) quiso
establecer la relacion entre la presencia de grandes cantidades de ésteres etilicos y
la deteccion de defectos organolépticos y asi proporcionar una herramienta para
respaldar las decisiones de los paneles de catadores. En este estudio se obtuvo
como resultados que de las muestras analizadas, 6 de ellas contenian defectos
organolépticos mostrados en la Tabla 6
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TABLA 6. RELACION ENTRE DEFECTOS ORGANOLEPTICOS D Y
CONCENTRACION DE ESTERES ETILICOS

N° de muestra Concentracion Defecto organoléptico

de ésteres etilicos

(mg/Kg)
1 1853 Rancio
2 430 Vino-vinagre
3 1178 Fangoso
4 723 Rancio
5 88 Rancio
6 11 Aceitunas congeladas

Fuente: Elaboracion propia con datos ofrecidos por (Gomez et al., 2012)

De estos datos obtuvieron como conclusiones que los aceites de oliva cuyas
concentraciones en ésteres etilicos eran elevados, se clasificaban como aceites de
oliva lampantes por defectos fermentativos. Los defectos de aceitunas congeladas
no aumentan el contenido de ésteres alquilicos. Por lo tanto, el contenido en ésteres
etilicos y los datos organolépticos son criterios complementarios a la hora de

clasificar los aceites de oliva.

Por otro lado, los ésteres etilicos también estan relacionados con los aceites
desodorizados. Estos se pueden usar como marcadores de calidad, sin embargo,
cuando se realiza una desodorizacidn a bajas temperaturas no es viable su
deteccion, aunque hay estudios afirman que los ésteres etilicos podrian ser un
marcador de deteccién de fraude, solamente, cuando se emplee una cantidad

maxima de un 30% de aceite desodorizado. (Pérez et al., 2008).
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3.4. RELACION ENTRE EL CONTENIDO EN DIACILGLICEROLES Y LA
CALIDAD SENSORIAL DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN.

Los aceites de oliva virgenes provenientes de aceitunas sanas presentan de forma
principal 1,2-DAG mientras que los aceites obtenidos de frutos en mal estado o de

baja calidad contiene de forma mayoritaria 1,3-DAG.

El papel de los DAG ha sido estudiado como marcadores con adulteraciones del
aceite de oliva virgen (Pérez-camino et al., 2001). En este caso se observo que
durante el almacenamiento de los AOV se producia un aumento de 1,3-DAG y una
disminucion de 1,2-DAG. Este hecho se debe a una isomerizacién de 1,2-DAG a
1,3-DAG ya que estos ultimos son mas estables termodinamicamente. Se concluyé
que si esta relacion (1,3-DAG/1,2-DAG) aumentaba, se debia a la acidez propia del
aceite y por tanto esto dependia de la calidad inicial que presentaba dicho aceite de
oliva. Es por ello por lo que dicha relacion se puede llegar a utilizar como evaluacién
de tiempo de almacenamiento aunque no es capaz de determinar el tiempo de

almacenamiento (Pérez-camino et al., 2001; Fronimaki et al., 2002).

La formacion de los isbmeros de DAG se ha propuesto como identificador de
autenticaciones en los aceites de oliva virgenes, sin embargo, no se puede

relacionar con la calidad organoléptica ya que esta es mera casualidad.

Por otro lado si se ha observado que hay relacién con defectos organolépticos
mediante procesos hidroliticos como borras o rancio.
4. CONCLUSIONES

Con respecto al desarrollo realizado en la presente Memoria del Trabajo Fin de

Master pueden extraerse las siguientes conclusiones:

- La valoracién organoléptica de los aceites de oliva virgen, que es clave para poder
clasificar estos en sus categorias correspondientes, depende directamente de su
composicion quimica y, en concreto, de su contenido en compuestos volatiles,

compuestos fendlicos, ésteres etilicos y DAG.
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- Los compuestos volatiles presentes en el aceite de oliva virgen, cuya fraccion esta
compuesta por numerosos compuestos de las familias aldehidos, alcoholes,
cetonas, ésteres y acidos carboxilicos, son los principales responsables de los
atributos sensoriales positivos y negativos (defectos).

En esta fracciéon destacan aldehidos de cinco y seis atomos de carbono lineales,
como trans-2-pentenal y 2-hexenal, responsables de atributos positivos como los
aromas de manzana y platano, respectivamente. Por otra parte, otros aldehidos
como el trans-2-decanal o cis-3-hexenal contribuyen a defectos tales como metalico

y jabon, respectivamente.

Se incluyen también en esta fraccion alcoholes, ésteres y cetonas de cincos y seis
carbonos, que provocan sensaciones positivas tanto olfativas como gustativas. Asi
por ejemplo el trans-2-hexen-1-ol, el propil-butanoato y la pentan-3-ona dan lugar a
sensaciones de alloza, pifia y frutado dulce, respectivamente. Otros como el 1-octen-
3-ol, 1-octen-3-ona y el acetato de etilo provocan sensaciones de moho, humedad y

viscosidad, respectivamente.

- Los compuestos fendlicos, principalmente el tirosol, hidroxitirosol y sus derivados,
ademas de conferir a los aceites de oliva virgen estabilidad oxidativa, a nivel
organoléptico son los responsables de los atributos positivos amargo y picante. En el
caso del fruto, el amargor y el picante es atribuible principalmente a la oleuropeina y
sus derivados, como 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA y p-HPEA-EDA. La
intensidad del atributo amargo en el aceite esta directamente relacionada con la
extension de la hidrélisis de la oleuropeina, que origina derivados secoiridoides. En
esta fraccion destaca también el oleocantal, principal responsable de la sensacion

de picor en algunos aceites de oliva virgen.

- La presencia de ésteres etilicos en los aceites de oliva virgen se relaciona con
reacciones de fermentacion en frutos de baja calidad, que dan lugar a la formacion
de etanol. A estos compuestos se les atribuyen numerosos defectos organolépticos

entre los que se encuentran rancio, vinagre-vino o aceituna congelada.
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- En la fraccion de DAG de los aceites de oliva virgen que han sido elaborados a
partir de frutos sanos y mediante procedimientos adecuados predomina el isémero
1,2-DAG. La presencia en cantidad significativa de su isémero 1,3-DAG,
responsable en parte del defecto atrojado, se debe a la elaboracion del aceite a
partir de frutos en mal estado. Por otra parte, el almacenamiento inadecuado de los
aceites de oliva virgen también produce un aumento de los isémeros 1,3-DAG por

isomerizacion de los 1,2-DAG.

- La técnica de analisis empleada usualmente para la determinacién cuantitativa de
las fracciones de compuestos volatiles, ésteres etilicos y DAG es la GC. En el caso
de los compuestos fendlicos, y debido a su caracter polar, la técnica de eleccion es
HPLC. En el caso de los compuestos volatiles, debido a la complejidad de la fraccion
y a la baja concentracion de sus componentes, es necesario realizar una previa
extracciéon/preconcentracion, siendo las técnicas de Espacio de Cabeza las mas

utilizadas.
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