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RESUMEN

El aceite de oliva es el jugo del fruto del olivo (Olea europaea L.) extraido
por procesos mecanicos y es la principal fuente de grasa en la dieta
mediterranea. Su buena valoracion se debe a las propiedades organolépticas y
nutricionales otorgadas por el perfil de acidos grasos, compuestos volatiles y
antioxidantes. El consumo de este aceite se ha asociado a la disminucion del

riesgo de cancer, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas.

El olivo es un arbol resistente a las bajas temperaturas, hasta que el
congelamiento provoca dafios en el tejido celular. Otro factor que afecta las
olivas es el grado de maduracién, ya que durante este proceso se observan

cambios en la composicién quimica de los frutos.

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos producidos por la helada
y el estado de maduracion en la calidad del aceite de oliva virgen extra (AOVE)
de variedad Arbequina. Se evaluaron parametros fisicoquimicos de calidad,
antioxidantes y compuestos volatiles en el AOVE y el contenido de glucosa en la

pasta de olivas.

Las olivas se cosecharon durante cinco meses (desde mayo hasta
septiembre), congelandose la mitad de cada cosecha en un frigorifico a -3£1°C
por 12 horas. El aceite se extrajo de las olivas frescas y descongeladas, con una
maquina modelo Frantoino a 26+1°C. Los aceites se envasaron en frascos de

vidrio color ambar, y se congelaron a —23°C hasta su analisis. En los AOVEs se



determind: acidez libre, IP, K232, K270, colorimetria y tocoferoles segun AOCS
(1993); H-ORACEFL segun Prior y cols. (2003), perfil de fenoles segun Mateos y
cols., (2001) y cata de los aceites de oliva por un servicio externo. Los datos se
analizaron mediante ANOVA e Intervalos de comparaciones multiples de Fisher
LSD, y modelos de andlisis de componentes principales y Regresion

Discriminante de Minimos Cuadrados Parciales.

De acuerdo con los parametros de calidad y la evaluacién sensorial
realizada, los aceites procedentes de olivas frescas y congeladas mantuvieron
la categoria de virgen extra. Se observé un aumento en el IP y acidez libre al

avanzar el estado de maduracion.

A medida que las olivas fueron madurando, el contenido de a-tocoferol y
compuestos fendlicos totales disminuyeron significativamente en aceites
procedentes de olivas frescas y congeladas. El primer derivado de la oleuropeina
(3,4-DHPEA-EDA) predominé en aceites de olivas congeladas por la accion de
la enzima B-glucosidasa sobre la oleuropeina en el tejido dafiado por la

congelacion.

Los aceites provenientes de olivas congeladas presentaron una menor
concentracion de compuestos volatiles, y no se encontraron diferencias
significativas (p>0,05) entre los estados de maduracién en los AOVEs de olivas
frescas y congeladas. Los compuestos volatiles mas abundantes fueron el (E)-

2-hexenal, hexanal, (E)-2-hexenol y 1-hexanol. No se observaron diferencias

Xi



significativas (p>0,05) en compuestos volatiles caracteristicos de la helada entre

AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas.

Los modelos PCA y PLS-DA mostraron que hay una distincién clara entre
los AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas, y entre los estados de

maduracion.

Se encontrdé una correlacion negativa entre el contenido de glucosa y
rendimiento graso en la pasta de olivas variedad Arbequina durante la

maduracion.

Este trabajo de investigacion fue financiado por ANID, Proyecto

FONDECYT N.© 1191682.
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ABSTRACT

Olive oil is the juice of the fruit of the olive tree (Olea europaea L.) extracted
by mechanical processes and is the main source of fat in the Mediterranean diet.
Its good valuation is due to the organoleptic and nutritional properties given by
the profile of fatty acids, volatile and antioxidants compounds. The consumption
of this oil has been associated with the decreased risk of cancer, cardiovascular

and neurodegenerative diseases.

The olive tree is resistant to low temperatures, until freezing causes
damage to the cellular tissue. Another factor that affects olives is the degree of
ripeness, since during this process changes in the chemical composition of the

fruits are observed.

The aim of this study was to evaluate the effects of frost and ripening stage
on the quality of Arbequina extra virgin olive oil (EVOO). Physicochemical
parameters of quality, antioxidants and volatile compounds in EVOO and glucose

content in olive paste were evaluated.

The olives were harvested for five months (from May to September),
freezing half of each harvest in a refrigerator at —3+1°C for 12 hours. The oil was
extracted from fresh and thawed olives with a Frantoino model machine at
26x1°C. The oils were packed in amber glass bottles and frozen at —23°C until
analysis. In the EVOOs it was determined: free fatty acid, PV, K232, K270,
colorimetry and tocopherols according to AOCS (1993); H-ORACEkL according to

Xiii



Prior et al., (2003), profile of phenols according to Mateos et al., (2001) and
sensory evaluation of olive oils by an external service. Data were analyzed by
ANOVA and Fisher's multiple comparisons intervals (LSD), principal component

analysis and Partial Least Squares Discriminant Regression (PLS-DA).

According to the quality parameters and the sensory evaluation
conducted, the oils from fresh and frozen olives kept the category of extra virgin.
An increase in PV and free fatty acid was seen as the maturation stage

progressed.

As the olives matured, the content of a-tocopherol and total phenolic
compounds decreased significantly in oils from fresh and frozen olives. The first
oleuropein derivative (3,4-DHPEA-EDA) predominated in frozen olive oils by the

action of the enzyme B-glucosidase on oleuropein in freeze-damaged tissue.

Oils from frozen olives presented a lower concentration of volatile
compounds, and no significant differences (p>0,05) were found between ripening
stages in AOVEs from fresh and frozen olives. The most abundant volatile
compounds were (E)-2-hexenal, hexanal, (E)-2-hexenol and 1-hexanol. No
significant differences (p>0,05) were seen in volatile compounds characteristic of

frost between EVOOSs from fresh and frozen olives.

The PCA and PLS-DA models showed that there is a clear distinction

between EVOOs from fresh and frozen olives, and between ripening stages.

Xiv



A negative correlation was found between glucose content and fat yield in

Arbequina variety olive paste during ripening.

This research work was financed by ANID, FONDECYT Project N. °

1191682.
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.  INTRODUCCION

El olivo (Olea europaea L.) es un arbol longevo perteneciente a la familia
de las Oleaceas que se caracteriza por tener un tronco retorcido y copa
redondeada. La existencia del olivo se remonta a 12000 afios, cuyo origen es
Asia menor (Siria e Iran) pero su cultivo se remonta 6000 afios atras. En el siglo
XVI se produjo un gran movimiento migratorio espafiol que introdujo el olivo en
América; primero en México, EE. UU. (California) y Perd, desde donde se
difundié a Chile y Argentina. Primero llegé al valle de Azapa y posteriormente al

valle del Huasco (Tapia y cols., 2003).

En el antiguo Egipto se cultivaba para obtener aceite para uso en
ceremonias religiosas como unguento. El cultivo del olivo fue mejorado por los
griegos entre los siglos VIIl y VIl a.C., cuando Atenas se convirtié en la cuidad
mas importante. Segun el mito, Atenea la diosa de la sabiduria regal6 a los
griegos un olivo tras ganar la disputa contra Poseidon (dios del mar); en otras
palabras, el olivo representaba un regalo de los dioses del Olimpo a los
humanos, por ello, a los atletas se les ungia el cuerpo con aceite de oliva en las

olimpiadas (Barjol, 2013).

En Chile existe una variedad que se desarroll6 a partir del material traido
por los espafioles, la cual se adapt6 a las condiciones agroclimaticas de la zona
norte a la zona central del pais. A medida que el cultivo adquirié relevancia

econdémica se introdujeron a finales del siglo XX las primeras variedades



destinadas principalmente a la extraccion de aceite de oliva: Arbequina, Picual,
Frantoio y Leccino (Tapia y cols., 2017). La principal variedad de cultivo a nivel
nacional es Arbequina, la cual abarca el 57% de la superficie plantada de olivos,
seguida por Arbosana (20%). La variedad Arbequina es originaria de Espafia y
su fruto es ovalado y pequefio. El aceite extraido es aromatico, verde herbaceo,

dulce, muy poco amargo y picante (Chile Oliva, 2019).

La industria olivicola nacional se formé en el afio 1952 y a fines de los 90
se dio paso a fuertes inversiones, estrategias de comercializacion vy
exportaciones. El comienzo de la olivicultura moderna en Chile estuvo marcado
con la introduccion de las principales variedades aceiteras utilizadas a nivel
mundial junto a la tecnologia de produccion. En la actualidad Chile posee mas
de 24.000 hectareas plantadas de olivos para la extraccion de aceite y la

produccion aumenta afio a afio (Chile Oliva, 2019).

1.1 Antecedentes generales

El aceite de oliva es el jugo aceitoso del fruto del olivo (Olea europea L.),
se extrae por prensado en frio y su color es dorado o verdoso (Albin y Villamil,
2003). Tiene un perfil sensorial caracteristico Unico entre los aceites vegetales
ya que se puede consumir crudo, lo que le permite conservar vitaminas y
compuestos fendlicos de importancia nutricional (Petrakis, 2006). La
composicién del aceite de oliva virgen extra depende principalmente de la

composicién quimica del fruto del olivo, que varia con el cultivar, etapa de



maduracion, condiciones ambientales de crecimiento como el estrés bidtico y

abidtico, (Conde y cols., 2008).

1.1.1 Proceso de extraccién del aceite de oliva virgen extra
La extraccion de aceite de oliva virgen tiene el propdsito de separar la fase
oleosa de los demas constituyentes del fruto. En este proceso se utilizan
mayoritariamente sistemas continuos, donde la separacion de las fases se
realiza mediante fuerza centrifuga. Las fases que se obtienen de este proceso
son: aceite, alpechin (desechos liquidos) y orujo. Si se emplea un sistema de
extraccion continua de dos fases solo se obtiene aceite y orujo humedo (Garcia

Sanchez y cols., 2001).

A continuacion, se describen las etapas del proceso de elaboracion del

aceite de oliva (ver Anexo 2):

» Recoleccion: comienza cuando el fruto alcanza la madurez 6ptima, ya que
este parametro influye en su contenido graso y tipo de compuestos
fendlicos y volatiles. Tradicionalmente, las olivas se cosechan cuando la
piel es amarilla-verde o negro-violeta, ya que en el mismo arbol la fruta no
madura simultdneamente (Petrakis, 2006). Una vez recolectadas las
olivas, se transportan a la almazara donde son lavadas (Chile Oliva,
2020).

» Remocion de hojas y lavado: estas etapas son importantes porque se

eliminan materias extrafias que puedan contaminar el producto o dafar la



maquinaria. La remocion de hojas es realizada por una potente aspiradora
gue elimina hojas y ramillas. El lavado se realiza en un depdsito que hace
circular el agua (Di Giovacchino, 2013).

Molienda: una vez lavadas, las olivas se llevan al molino para romper las
células de las frutas y liberar el aceite contenido en las vacuolas (Petrakis,
2006). El tiempo de trituracion mas adecuado es de 20 a 30 minutos de 3
a 5°C a una velocidad de rotacion de 12 -15 rpm. Esta operacion evita la
formacion de emulsiones y permite que en la malaxacién las gotitas de
aceites se unan a las grandes (Di Giovacchino, 2013) .

Malaxacién o amasado: esta operacion es fundamental para aumentar el

rendimiento de la extraccibn. Su objetivo es romper la emulsién
aceite/agua, de modo que por coalescencia las gotas de aceite se unan
para formar gotas mas grandes. El tiempo 6ptimo de malaxacién es de 10
a 15 minutos a temperatura ambiente, sin sobrepasar los 22°C-25°C
(Petrakis, 2006).

Centrifugacion (decanter): en esta etapa se separan definitivamente los

componentes y puede ser de dos o tres fases (Chile Oliva, 2020). Este
método se basa en que dos liquidos inmiscibles pueden separarse
utilizando una fuerza que los afecte de manera diferente dependiendo de
su densidad. El mosto oleoso se somete a decantacién para separar el
aceite de los soélidos en suspension y el agua (Petrakis, 2006). En general

la centrifuga rota a 3500-3600 rpm (Di Giovacchino, 2013)



» Filtracion y almacenamiento: el aceite se pasa por un sistema de filtrado

para eliminar restos solidos y finalmente se almacena en cubas de acero

inoxidable hasta su envasado (Chile Oliva, 2020).

1.1.2 Clasificacion del aceite de oliva
El Consejo Oleicola Internacional (COIl) clasifica al aceite de oliva en
diferentes categorias de acuerdo con sus parametros fisicoquimicos de calidad
en la Norma COI/T.15/NC N°3/Rev. 18, junio 2022. La clasificaciébn segun la

Norma es la siguiente:

» Aceites de oliva virgenes aptos para el consumo debido a la forma que se
obtienen. Incluyen:

Aceite de oliva virgen Extra: aceite de oliva virgen cuya acidez libre expresada

en &acido oleico es como maximo de 0,8 gramos por 100 gramos y cuyas demas
caracteristicas corresponden a las fijadas para esta categoria en la presente

Norma (Anexo 1) (International Olive Council, 2022).

Aceite de oliva virgen: aceite de oliva virgen cuya acidez libre expresada en

acido oleico es como maximo de 2 gramos por 100 gramos y cuyas demas
caracteristicas corresponden a las fijadas para esta categoria en la presente

Norma (Anexo 1) (International Olive Council, 2022).

Aceite de virgen corriente: aceite de oliva virgen cuya acidez libre expresada en

acido oleico es como maximo de 3,3 gramos por 100 gramos y cuyas demas



caracteristicas corresponden a las fijadas para esta categoria en la presente

Norma (Anexo 1) (International Olive Council, 2022).

» Aceites de oliva no aptos para el consumo humano. Incluyen:

Aceite de oliva virgen lampante: aceite de oliva virgen cuya acidez libre

expresada en &cido oleico es superior a 3,3 gramos por 100 gramos y/o cuyas
caracteristicas organolépticas y demas caracteristicas corresponden a las fijadas
para esta categoria en la presente Norma. Se destina a las industrias de refinado

0 a usos técnicos (International Olive Council, 2022).

Aceite de oliva refinado: es el aceite de oliva obtenido de los aceites de oliva

virgenes mediante técnicas de refinado que no provoquen ninguna modificacion
de la estructura gliceridica inicial. Su acidez libre expresada en &cido oleico es
como méaximo de 0,3 gramos por 100 gramos y sus demas caracteristicas
corresponden a las fijadas para esta categoria en la presente Norma

(International Olive Council, 2022).

Aceite de oliva: es el aceite constituido por la mezcla de aceite de oliva refinado

y de aceites de oliva virgenes aptos para el consumo en la forma en que se
obtienen. Su acidez libre expresada en &cido oleico es como maximo de 1 gramo
por 100 gramos y sus demas caracteristicas corresponden a las fijadas para esta

categoria en la presente Norma (International Olive Council, 2022).

Aceite de orujo de oliva: es el aceite obtenido por tratamiento con disolventes u

otros procedimientos fisicos de los orujos de oliva, con exclusion de los aceites
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obtenidos por procedimientos de reesterificacion y de toda mezcla con aceites

de otra naturaleza (International Olive Council, 2022).

1.1.3 Evaluacion sensorial
El AOVE se diferencia de los demas aceites vegetales por sus notas
sensoriales agradables, conferidas por los compuestos volatiles y fenélicos estan
relacionados con las percepciones olfativas y gustativas, respectivamente

(Cerretani y cols., 2008).

El proceso de evaluacién sensorial inicia con la presencia de un estimulo
fisico o quimica sobre 6rganos especializados en recibir estimulos. La cantidad
minima de un estimulo da lugar a la aparicién de una sensacién se denomina
umbral. En el AOVE, las caracteristicas quimicas y sensoriales estan asociadas
con el tipo de oliva, procesos de extraccion, almacenamiento, entre otras

(Sancho y cols., 1999).

La Union Europea (UE) y el Consejo Oleicola Internacional (COI)
establecieron parametros y Normativas para la evaluacion del aceites de oliva
en funcion de sus caracteristicas quimicas y sensoriales (evaluadas por un panel

de cata oficialmente reconocido) para poder clasificarlo (Sancho y cols., 1999).



1.2 Composicion quimica de la olivay del aceite de oliva

El peso total de la oliva comprende del 70%-90% a mesocarpio, 9%-27%
a endocarpio y 2%-3% a semilla. Los componentes mayoritarios del mesocarpio
son aproximadamente 60% de agua, 30% aceite y 4% azlcares (Conde y cols.,

2008).

Entre el 98% y 99% del aceite de oliva esta compuesto por una fraccion
saponificable constituida por triglicéridos dominados por los &cidos grasos:
Oleico (55% a 83%), palmitico (7,5 a 20%), linoleico (3,5% a 21%) y estearico
(0,5% a 5%) (Lopez y cols., 2008). Parte de la fraccién saponificable la forman
acidos grasos libres cuya proporcion depende del grado de hidrdlisis de los
triglicéridos. La composicion de los &acidos grasos varia segun la variedad,
condiciones climéticas, etapa de maduracion y produccion (Vossen, 2013). La
fraccion  insaponificable  corresponde a  compuestos  minoritarios
(aproximadamente 2% del aceite) con mas de 230 compuestos quimicos
menores, como, por ejemplo: alcoholes alifaticos y triterpénicos, esteroles,
hidrocarburos, compuestos volatiles, antioxidantes y trazas metalicas como el

Cu, Fe, Mny Pb (Lépez y cols., 2008; Servili y cols., 2014).



1.2.1 Biosintesis de compuestos fendlicos
El contenido fendlico es un parametro importante en el AOVE ya que
contribuyen al flavor, aroma y protegen al aceite de la oxidacion (Morelld y cols.,
2005). Los compuestos antioxidantes principales del aceite de oliva se clasifican

en fenoles lipofilicos e hidrofilicos:

» Fenoles lipofilicos: son tocoferoles y tocotrienoles, siendo los a-

tocoferoles los més abundantes (~90%) y su concentracion depende de
los mismos factores de los &cidos grasos. Su rango varia entre 23y 750
mg/kg de aceite (Servili y cols., 2014). Los tocoferoles son fenoles
metilados de los cuales el a-tocoferol es el que tiene mayor actividad de
vitamina E. Estos antioxidantes inhiben la oxidacién de lipidos en los
alimentos deteniendo la reaccion en cadena de los radicales de oxigeno,
previniendo la peroxidacién de acidos grasos poliinsaturados (Cayuela y
Garcia, 2017).

» Fenoles hidrofilicos: son metabolitos vegetales secundarios que se

sintetizan principalmente a través del metabolismo de los
fenilpropanoides, cuyos precursores se sintetizan en dos vias principales:
via del &cido shikimico y via del acido mevalénico (Figura 1). La
importancia de estos fenoles radica en las propiedades antioxidantes y en
los atributos de sabor que confieren al aceite, como amargor, pungencia

y astringencia. En el aceite de oliva se pueden encontrar diferentes grupos



de fenoles, tales como: alcoholes, acidos fendlicos, lignanos, flavonoides,
secoiridoides y sus metabolitos (Tripoli y cols., 2005).
A continuacion, se mencionan las rutas metabdlicas mas importantes de

los compuestos fendlicos hidrofilicos:

Metabolismo de los fenilpropanoides: los flavonoides son sintetizados al final de

esta ruta a través de la activacion de complejos multienziméticos encontrados en
el citosol. El esqueleto béasico de los flavonoides se forma con la interaccion de
malonil-CoA, p-cumaril-CoA y chalcona sintasa, dando origen a flavonas y

antocianinas (de la Rosa y cols., 2018).

Ruta del &cido shikimico: la glucdlisis no oxidativa de la glucosa produce

fosfoenolpiruvato y eritrosa-4-fosfato, ambos son reactivos iniciales para la
formacién del acido shikimico, corismato y precursores de la fenilalanina y
tirosina. A partir de estos compuestos se forman &cidos fendlicos, flavonoides y
antocianinas (El Riachy y cols., 2011). En la Figura 1, se observa parte de la ruta

metabdlica del &cido shikimico.
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Figura 1. Formacion de acidos fendlicos en la ruta metabdlica del acido shikimico. Abreviaciones:
C3H, cumaril-3-hidrolasa; COMT, éacido cafeico o-metiltransferasa; F5H, 5-hidrolasa ferdlica;
HQT, hydroxycinnamoil-coenzyma-A quinato transferasa; PAL, fenilalanina amonio liasa; TAL,
tirosina amoniaco liasa. Fuente: (de la Rosa y cols., 2018)

Ruta del acido mevaldnico: el acido mevaldnico es el sustrato inicial para la

formacion de 7-cetologanina, a partir de la cual se forma el éster 11-metilico
oleésido, que da paso al 73-1 D-glucopiranosil 11-metil oledsido, este compuesto
unido a tirosol da origen al ligustrésido, que por hidroxilaciéon forma la

oleuropeina (ver Figura 2) (El Riachy y cols., 2011).
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Figura 2. Ruta de la biosintesis de la oleuropeina y ligustrésido a partir de 4cido mevaldnico.
Fuente: (Gutiérrez-Rosales y cols., 2010).

1.2.2 Biogénesis de compuestos volatiles
Los diferentes matices del aroma en los aceites de oliva virgenes, se
relacionan con las distintas vias que contribuyen a la formacién de compuestos
volatiles (Angerosa, 2002). Las principales vias implicadas en la produccion de

compuestos volatiles son:

Ruta de la lipoxigenasa (LOX): se originan compuestos de seis carbonos (Ce)

como aldehidos, alcoholes, ésteres y cetonas (Angerosa, 2002). El proceso inicia

con la produccion de 9 y 13-hidroperoxido de los acidos grasos linoleico (LA) y
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a-linolénico (LnA) mediado por la enzima lipoxigenasa, como se observa a

continuacion en la Figura 3. La ruptura de los hidroperoxidos es catalizada por

hidroperoxido liasas. Esta ruta metabdlica es predominante en aceites de alta

calidad (Angerosa y cols., 2004).
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acido linoleico y linolénico. Abreviaciones: LOX lipoxigenasa; HPL hidroperoxido liasa; ADH
alcohol deshidrogenasa; AH acil transferasa; AAT alcohol acil transferasa. Fuente: (Salas y cols.,

2013).
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Metabolismo de acidos grasos: durante la maduracion, las olivas desarrollan la

capacidad de convertir acidos grasos en cetonas, ésteres, y alcoholes (Morales
y cols., 2013)

Conversion de algunos aminoacidos: la activacién de esta ruta transforma la

leucina, isoleucina y valina en compuestos volatiles tales como: 2-metil-butanal,
3-metil-butanal y sus correspondientes alcoholes reducidos enzimaticamente
(Angerosa y cols., 2001).

Ruptura del 13-hidroperoxido del acido linolénico: da lugar a la formacion de

radicales 1,3-penteno que posteriormente se dimerizan para formar
hidrocarburos de 10 carbonos (C10), o se acoplan a un radical hidroxilo para
formar alcoholes C5 (Morales y cols., 2013), como se muestra en la Figura 4.

Fermentacion de azucares: estas reacciones se realizan por la presencia de

microorganismos. Si la fermentacion es alcohdlica se forman alcohol etilico,
acetato etilico y acido acético. Si la fermentacion es butirica se forman metil y etil

butirato (Angerosa, 2002).
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Figura 4. Resumen de las vias metabdlicas involucradas en la formacion de compuestos volatiles
en AOVE. Fuente: (Angerosa, 2002).

1.2.3 Metabolismo de carbohidratos y 4cidos grasos

En plantas superiores, el CO2 se fija por medio la fotosintesis en los
cloroplastos de las hojas. Primero se produce la sintesis de triosa-fosfato, la cual
se lleva al citosol para formar sacarosa. La sacarosa se transporta al resto de la
planta para el suministro de energia metabdlica y carbono reducido para el
crecimiento y desarrollo de otros 6rganos. Oligosacaridos de la rafinosa
(galactosa, fructosa y glucosa) y manitol también son sintetizados y trasladados
a través del floema hasta los demas tejidos, incluidos los frutos en desarrollo

(Salas y cols., 2000).

15



Conforme avanza el proceso de maduracion el contenido de azucares
reductores y solubles totales desciende y al final se mantienen constantes
(Beltran y cols., 2008), ya que parte de los carbohidratos son utilizados por la
oliva para la biosintesis de acidos grasos y crecimiento celular (Rallo y cols.,
2018). La concentracion de glucosa cae a medida que el mesocarpio acumula
lipidos de almacenamiento y es transformada a Acetil-CoA que posteriormente
sera metabolizado en acido graso mediante la adicion de dos unidades de
carbonos durante el ciclo. Por otro lado, el manitol aumenta durante la
maduracién para cumplir su funciébn de osmoprotector y reserva de energia

(Conde y cols., 2008).

1.3 Efectos del consumo de AOVE en la salud

El aceite de oliva es la principal fuente de grasa en la dieta mediterranea.
Se ha relacionado este patron dietético con la longevidad, menor incidencia en
enfermedades coronarias, neurodegenerativas y cancer (Visioli y cols., 2018). A
continuacion, se mencionaran los componentes del aceite de oliva asociados a

los beneficios en la salud:

» Presencia de compuestos antioxidantes:

Las reacciones bioquimicas que ocurren en el organismo (como la cadena
respiratoria, por ejemplo) generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que

dafian moléculas como el ADN, proteinas y lipidos, a menos que sean
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interceptados por antioxidantes rompedores de cadena (EFSA Panel on Dietetic

Products, 2011) como lo son los compuestos fendlicos.

Los lipidos se transportan por la sangre dentro de quilomicrones, HDL
(lipoproteinas de alta densidad) y LDL (lipoproteinas de baja densidad), estas
tltimas se ven afectadas por LDL oxidasas produciendo LDL oxidado. Los
niveles elevados de LDL oxidado han mostrado una correlacion positiva con la
gravedad de los eventos coronarios agudos (Covas y cols., 2006). Los
polifenoles presentes en el aceite de oliva actlan protegiendo las particulas de

LDL reduciendo la cantidad de LDL oxidado (De La Torre-Carbot y cols., 2010).

El EFSA ha declarado los siguientes claims saludables para el aceite de
oliva: Los polifenoles del aceite de oliva protegen a las particulas LDL del dafio
oxidativo, presentan propiedades antioxidantes, reduce el estrés oxidativo,
protegen las células del cuerpo. Estas propiedades han sido atribuidas al
hidroxitirosol y sus compuestos derivados. La condicion es que en 20 gramos
de aceite estén contenidos 5 mg de hidroxitirosol y sus derivados. Esta cantidad
puede consumirse facilmente en el contexto de una dieta equilibrada y la
poblacion objetivo es la poblacion en general (EFSA Panel on Dietetic Products,

2011).

» Efecto del acido oleico

El consumo de aceite de oliva ayuda a disminuir los riesgos de

enfermedades cardiovasculares debido a su perfil lipidico monoinsaturado. El
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acido linolénico representa el 90% de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
presentes en LDL y es el sustrato principal de oxidacion. Las dietas ricas en acido
oleico generan particulas mas resistentes al proceso oxidativo (Covas y cols.,
2006). Por lo tanto, las dietas ricas en acidos grasos monoinsaturados (MUFA)
reducen la susceptibilidad del LDL a la oxidacién, porque el LDL rico en oleato
es mas resistente que LDL rico en linoleato (Peronay cols., 2006). Por otro lado,
el acido oleico reduce las proporciones de colesterol total/HDL y de LDL/HDL,
estos indicadores son muy eficaces para predecir una cardiopatia coronaria

(Cicero y cols., 2008).

1.4 Proceso de maduracién y heladas en la oliva

1.4.1 Etapas de la maduracion

Estudiar la madurez en olivas es importante debido a que afecta la calidad,
rendimiento y estabilidad del aceite. Durante el desarrollo del fruto se producen
transportes de azucares y cambios metabdlicos que resultan en variaciones
fisicoquimicas y bioquimicas (Conde y cols., 2008). A medida que las olivas
maduran cambian de tamafio, composicion quimica, color, textura, flavor y
susceptibilidad a patdgenos. El desarrollo del fruto dura entre 4 a 5 meses y
comprende los procesos de divisidn celular (crecimiento del embrién y el
endocarpio), expansion celular (desarrollo del mesocarpio) y acumulacién de
aceite. La sintesis de aceite se incrementa durante la maduracion y el mejor
momento para la cosecha es cuando se logra un balance entre acidos grasos y
poder antioxidante (Conde y cols., 2008). Cuando el fruto esta en envero, esta
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listo para ser cosechado y su indice de madurez tiene valores proximos a 3,5

(Beltran y cols., 2008).

El cambio de color de la piel va desde verde a negro, y se produce porque
los pigmentos de clorofila son reemplazados por antocianinas (Garcia y cols.,

1996).

1.4.2 Heladas en las plantaciones

La helada meteoroldgica es el descenso de la masa de aire a 1,50 m del
suelo cuando la temperatura es de 0°C o inferior. También se suele hablar de
helada agronémica con temperaturas minimas cercanas o inferiores a 2°C
(cuando los tejidos de las plantas sufren dafos). Este fenémeno meteorolégico
provoca dafos graves a la agricultura, cuyos efectos dependen de la intensidad
y duracion. La intensidad depende de la velocidad del viento, la humedad del

aire, entre otros factores (Luchabeche Vera, 2020).

A medida que la temperatura desciende bajo los 0°C se comienza a formar
primero el hielo en el espacio extracelular de los frutos, debido a que este liquido
tiene un punto de congelacion mas alto por la menor concentracion de solutos
en comparacion con el liquido intracelular. El potencial quimico del hielo es
menor que el del agua liquida y provoca movimiento del agua desde el interior
de la célula siguiendo el gradiente quimico, produciendo deshidratacion celular
(Thomashow, 1999). Ademas de la deshidratacion, la formacion de los cristales

de hielo rompe las membranas celulares causando la muerte de la célula y
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aumentando las reacciones de oxidacion como consecuencia del contacto entre

las enzimas con sus respetivos sustratos (Morell6 y cols., 2003).

Las bajas temperaturas previas (sin llegar a temperatura de congelacion)
desencadenan el aumento a la tolerancia al congelamiento, estabilizando las
membranas cambiando la composicién lipidica y acumulando azlcares, lo que

se conoce como aclimatacion (Thomashow, 1999).

Las olivas tienen baja tolerancia a la helada, los cultivares en general

sucumben a —12°C (Mancuso, 2000).
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II. HIPOTESIS

La formacion de cristales de hielo durante la helada provoca rupturas en
las estructuras celulares de las olivas, desencadenando reacciones hidroliticas
y oxidativas. Por otro lado, la madurez produce cambios en la composicion
quimica de los frutos. Ambos factores afectan la calidad y el perfil de compuestos
fendlicos y volétiles del AOVE, y contribuyen a la percepcion de atributos

sensoriales diferenciadores en el aceite de oliva.
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lll.  OBJETIVOS
3.10bjetivo general
Analizar la influencia de la helada y la maduracion de los frutos sobre la

calidad del aceite virgen extra.

3.20bjetivos especificos

» Objetivo especifico n°1: Determinar el efecto de la helada y grado de

maduracion de las olivas en los parametros de calidad y color del AOVE.

» Objetivo especifico n°2: Determinar el efecto de la helada y grado de

maduracion de las olivas en la composicién de antioxidantes (fenoles y
tocoferoles), la capacidad antioxidante, perfil de compuestos volatiles y
perfil sensorial del AOVE.

> Obijetivo especifico n°3: Determinar el efecto de la maduracién de las

olivas sobre el contenido de glucosa presente en la pulpa.
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IV. MATERIALES Y METODOLOGIA
4.1 Lugar de trabajo
Los andlisis se realizaron en el Laboratorio de Quimica de Alimentos del
Departamento de Ciencia de los Alimentos y Tecnologia Quimica de la Facultad

de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

4.2 Materiales
4.2.1 Muestras
Para realizar esta investigacion, se llevaron a cabo andlisis fisicoquimicos
de calidad y de antioxidantes a AOVEs variedad Arbequina de la temporada
2019-2020, provenientes del Centro Experimental Huasco del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias (INIA), ubicado en la regiébn de Atacama
(28°34'53" S; 70°47'51 O; 470 msnm), cuyo suelo es moderadamente alcalino

(pH entre 7,5y 8,2) y clima de Desierto Subtropical.

Del huerto, se seleccionaron tres arboles al azar de caracteristicas
similares (follaje y carga frutal), para obtener tres muestras en cada mes. Las
olivas se cosecharon desde mayo hasta septiembre (Tabla 1) y en cada cosecha,
la mitad de la fruta de cada arbol se congelé en un frigorifico por 12 horas a
-311°C para simular el fendbmeno de helada. Se extrajo el aceite de las olivas
frescas y descongeladas. Se apartaron olivas enteras para realizar el analisis de

azucares.
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Para el proceso de extraccion del aceite, las olivas se recolectaron a mano
y se almacenaron en cajas cosecheras de 20 kg para ser transportadas
inmediatamente a la planta piloto del centro experimental INIA, donde se utilizo
un sistema de extraccion MORI-Tem modelo Frantoino Bio (sistema centrifugo
de dos fases) a 26+1°C y se centrifug6é a 3800 rpm. Las muestras de aceite se
conservaron hasta su andlisis a aproximadamente —23°C en frascos ambar de

15 mL sin espacio-cabeza.

En la Tabla 1 se presentan datos sobre la fecha de cosecha, estado de
maduracion y condicion de las olivas utilizadas en la produccion de los aceites

estudiados.

Tabla 1. Estado e indice de madurez de las olivas variedad Arbequinas de la cosecha 2020.

Fecha de cosecha Indice de madurez Estado de madurez
15 de mayo 2-3 Envero
18 de junio 3-4 Madura
8 de julio 3-4 Madura
12 de agosto 5-6 Madura
9 de septiembre 5-7 Madura

Condicién de las olivas
. Frescas (temperatura ambiente): 25°C

e Congeladas: -3°C

4.2.2 Reactivos
¢ n-Hexano para cromatografia liquida, Merck KGaA

e Acetonitrilo para cromatografia liquida, Merck KGaA
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e Acido acético glacial (100%), Merck KGaA

¢ Metanol para cromatografia liquida, Merck KGaA

e Acetonitrilo para cromatografia liquida, Merck KGaA

e Isooctano para espectroscopia, Merck KGaA

e Etanol absoluto, Merck KGaA

e Yoduro de potasio para analisis, Merck KGaA

e Hidréxido de sodio en perlas para analisis, Merck KGaA

e Tiosulfato de sodio 0.1 N, Merck KGaA

4.2.3 Estandares

Capacidad antioxidante, ORAC

e Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman(E)-2-carboxylic acid) de
SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH (Steinheim, Germany).

e AAPH (2,2'-azobis (2-methylpropionamidine) dihydrichloride), de SIGMA-
ALDRICH CHEMIE GmbH (Steinheim, Germany).

e Fluoresceina de Merck KGaA (Darmstadt, Germany)

Cuantificacion del contenido fendlico

e Acido o-cumarico (2-Hydroxycinnamic acid, predominantly trans) SIGMA-
ALDRICH CHEMIE GmbH (Steinheim, Germany).

e PHPA (DL-p-Hydroxiphenyllacitc acid) SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
(Steinheim, Germany).

Cuantificacién de tocoferoles
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a-tocoferol (all-rac- a-Tocopherol) CalbioChem®, Germany.

Determinacién de compuestos volatiles

Estandar interno: 4-metil-2-pentanol, SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
(Steinheim, Germany).

Estdndares externos: etil-2-metilbutirato, (E)-2-heptenal, nonanal,
octanal, 2-heptanol, etil propionato, pentanal, 1-hexanol, etanol, 4-metil-
2-pentanona, acetato de butilo, hexanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-
butanol, 3-octanona, &cido acético, &cido propiénico, 1l-octanol, &cido
butirico, acido heptanoico, (E)-2-hexenal, (E)-2-hexenol, (E)-2-nonenal

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH (Steinheim, Germany).

4.2.4 Equipos

Cémara de vacio, Supelco Visiprep TM. con bomba de vacio Vacuubrand
modelo ME1C.

Cromatografo liquido de alta resolucion HPLC marca Waters, con bomba
binaria modelo 1525, detector de arreglo de fotodiodos 2998, autosampler
2707 y columna Waters Spherisorb® 5 um ODS2. Se utilizo el software
EMPOWER 3.

HPLC marca Merck Hitachi, bomba modelo L-6200, detector de indice de
Refraccién (IR) L-4250 y horno L-7350.

HPLC marca Merck Hitachi LaChrom con bomba L-7110 y detector de

fluorescencia modelo 5440 con columna LiChroCart® 250-4.
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e Cromatografo de gases Shimadzu GC-2010 Plus, detector FID-2010,
inyector automético SPME HT280T, columna Teknokroma TRB-Wax
(L:60 m, DI:0,25 mm, DE:0,25 pm), software GC Solution V 2.4

e Espectrofotbmetro UV/Vis UV3, Unicam.

e Fluorimetro BioTek FLx800

e Colorimetro PFX195, Lovibond.

e Balanza analitica, Sudelab.

e Bafio ultrasonico FS30H, Fisher Scientific.

e Rotavapor Bichi R-124 con bomba de vacio Vacuumbrand modelo MZ

2C NT+AK+EK

4.2.5 Materiales de laboratorio

Matraz Erlenmeyer de 250 mL

e Matraz de aforo de 50 y 100 mL

e Matraz de pera de 35 mL

e Vasos precipitados de 100 mL

e Placas ORAC, Nunc

e Parafilm

e Espatula

e Cartucho de extraccién en fase soélida Sep-pack C18 (500mg y 6mL)

e Inserto 300 pL 6x29 mm y vial de 12*32 mm con tapon y septum de

PTFE/Silicone, Waters.
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e Filtro de disco PVDF (0,22um de tamafio de poro)
e Jeringa hipodérmica de 3 mL BD Plagstipak

e Cubetas de cuarzo de 10 mm Mundolab S.A.

e Micropipeta de 100, 200 y 1000 pL

e Micro bureta

e Pipetas Pasteur

e Probetas de 100 y 500 ml

e Tubos de ensayo

e Vasos precipitados de 25, 50, 100 y 250 mL

e Viales para SPME de vidrio de 20mL, Restek

4.3 Metodologia
Objetivo especifico n°l: Determinar el efecto de la helada y grado de

maduracion de las olivas en los pardmetros de calidad y color del AOVE.

4.3.1 Acidez libre
Se determinaron los acidos grasos libres presentes en la muestra de
aceite de acuerdo con el método oficial de AOCS Ca 5a-40. El resultado se

expreso en porcentaje de acido oleico, calculado con la siguiente férmula:

V NaOH(mL) * N NaoH * 28,2
Pm

Acidos grasos libres (%) =
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Donde:
N: concentracion Normal de la solucién de hidréxido de sodio.
V: volumen de hidréxido de sodio gastado (mL)

Pm: peso de la muestra (g).

4.3.2 Indice de peroxidos
Se determind segun el método oficial de AOCS Cd 8-53, los resultados se
expresaron en términos de mEq de oxigeno perdxido por 1000 g de muestra. Se

utilizé la siguiente formula:

gy - ((§—B) * N x1000)
Indice de peroxidos = [
Pm k

mEq O, perdxido ]
g de materia grasa

Donde:

S: volumen de tiosulfato de sodio gastado en la titulacion de la muestra (mL).
B: volumen de tiosulfato de sodio gastado en la titulacion del blanco (mL).

N: concentracion Normal del tiosulfato de sodio.

Pm: peso de la muestra (g).

4.3.3 Espectrofotometria de absorcion UV-visible K232 y K270
Se realizo de acuerdo con el método AOCS Ch 5-91. La muestra de aceite
se disolvio en isooctano y se determind el valor de extincion de la solucion a las

longitudes de onda 232nm y 270nm respecto al disolvente puro. A partir de los
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resultados de absorbancia, se calcularon los valores de extincion especificos. Se
utilizé la siguiente férmula para calcular el coeficiente de extincion de la muestra

de aceite de oliva en una cubeta de cuarzo de paso 6ptico 1 cm:

Donde:
K A: Coeficiente de extincion a la longitud de onda A
A A: absorbancia a la longitud de onda A

C: concentracion de la muestra (g/100mL).

4.3.4 Color

Se realiz6 de acuerdo con el método CIE 1976 L*, a*, b* (ISO 11664-
4:2011; Norma UNE 72031/83). Este método consiste en que todos los colores
de un objeto quedan representados espacialmente dentro de tres planos
cartesianos, siendo el eje central el iluminante y las otras dos coordenadas
cromaticas, como se representa en la Figura 5. De esta manera, cada color tiene
tres coordenadas dentro del espacio CIE L*a*b*, y para conocer la distancia entre
dos puntos, se calcula AE usando el Teorema de Pitagoras.

Para medir el color del aceite, se puso 10 mL de muestra en una cubeta
de vidrio de 1,5 cm de paso 6ptico y se introdujo en el colorimetro Lovibond Serie
PFX195 con iluminante D65 y configuracion del observador 10°.

Para el calculo de AE se utilizé la siguiente ecuacion:
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AE = (AL* + Aa®* + Ab*)'/?
Donde las coordenadas medidas corresponden a:
L*: luminosidad, de blanco a negro (0, 100)
a*: de rojo a verde

b*: de amarillo a azul

L*100 (white)

+b* (yellow)

-b* (blue)

L*0 (black)

Figura 5. Representacion grafica espacial tridimensional del sistema de coordenadas CIE L*a*b*.

Objetivo especifico n°2: Determinar el efecto de la helada y grado de
maduraciéon de las olivas en la composicion de antioxidantes (fenoles y
tocoferoles), la capacidad antioxidante, perfii de compuestos volatiles y

evaluacioén sensorial del AOVE.

4.3.5 Contenido de compuestos fendlicos

Se realiz6 mediante el método propuesto por Mateos y cols., (2001). En
un matraz de pera se pes6 2,5 g de aceite de oliva y se agreg6é 0,5 mL de

estandar interno y se evaporo el solvente a 40°C en rotavapor. La muestra se
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disolvié en n-hexano y se eluy6 con metanol en una columna de fase sélida Sep-
Pak® Diol Vac 3cc en una camara de vacio. Para recuperar los fenoles del
matraz, se evaporo el metanol en rotavapor y se agreg6 500 pL de una solucion
metanol-agua (1:1), la cual se filtr6 e inyecté en el HPLC marca Waters. Las
fases moviles utilizadas fueron Metanol: Acetonitrilo (1:1) y agua Mili-Q: Acido
fosforico (99,5%: 0,5%).

El calculo de la concentracion de los compuestos fendlicos se realizé con

la siguiente ecuacion:

1000 * Pg; * A « Fr m
Concentracion del Fenol = El ~ “Fenol [_g
Agr * Pruestra kg

Pei: peso del estandar interno (mg)

A renoi: area del fenol en el cromatograma (mV*s)

Fr: factor de respuesta del fenol en relacion con el estandar interno.
AEei: area del estandar interno en el cromatograma (mV*s)

Pmuestra: peso de la muestra (g)

4.3.6 Capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (H-ORACFL)
El ensayo se realizé de acuerdo con el método propuesto por Prior y cols.
(2003), en un Fluorimetro BioTek FLx800 con el software GEN 5 version 2.09.

La lectura se hizo desde la parte superior de la placa con un filtro de excitacion

32



de 485 nm con 20 nm ancho de banda, y un filtro de emision de 528 nm con 20

nm de ancho de banda.

Preparacion de los reactivos:

Se preparé una solucion de buffer fosfato 0,075 M con agua miliQ a pH
7,4.

Se prepar6 50 mL una solucién stock de fluoresceina (FL) de
concentracion 0,5 mg/mL disolviendo en buffer fosfato 0,075 M a pH 7,4.
Se hizo una primera dilucion con una alicuota de 50 pL de la solucién
stock y se afor6 a 10 mL (2,5 pg/mL) y la segunda dilucion se hizo con
una alicuota de 2 mL y se aforé a 100 mL (0,5 pg/mL). Ambas se aforaron
con buffer.

Se prepard una solucion stock de estandar Trolox disolviendo 25 mg en
50 mL con el buffer fosfato (0,5 mg/mL) y se hizo una curva de calibracion
de concentraciones 100 uM, 50 uM, 25 uM y 12,5 pM.

Se prepardé una solucion de AAPH a concentracion de 46 mg/mL en buffer

fosfato.

Extraccion y lectura de compuestos fendlicos:

En un tubo centrifuga se pesaron 2,5g de aceite y se agreg6é 5 mL de una
solucion Metanol: Agua (80:20) para la extraccion. Posteriormente se
agitd en un vortex por 15 minutos, se llevo al bafio ultrasonico por 15

minutos y se centrifugd por 25 minutos a 5000 rpm. Se tomo una alicuota
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de la fase superior de 125 pL y se afor6 con buffer fosfato 0,075 M a pH
7,4 en un matraz de 10 mL.

Preparacion de la placa ORAC: primero se llenaron los pocillos del borde
de la placa con 300 pL de agua MiliQ. Luego se llenaron los pocillos
correspondientes a cada punto de la curva de Trolox con un volumen de
25 L de Trolox y 150 pL de fluoresceina. Se procedio a llenar los pocillos
para la muestra con 25 pL del extracto metanol/agua disuelto en buffer
fosfato y 150 pL de fluoresceinay los pocillos para el blanco con 25 uL de
buffer con 150 L de fluoresceina.

La placa se incub6 por 30 minutos a 37°C y la reaccion se inicié con la
adicion desde el inyector del fluorimetro de 25 pL de AAPH (150 mM) en
cada pocillo. Las lecturas se obtuvieron en el Lector de Fluorescencia
FLx800 —TBID.

La capacidad antioxidante (ORAC) en la muestra (expresada en pmol de

equivalente Trolox (ET) /g de aceite) se midié interpolando el valor del area neta

bajo la curva en la regresion lineal de la curva de Trolox, generada con la

variacion cinética del “apagamiento” de la FL que registré el equipo a cada

minuto.

4.3.7 Determinaciéon de tocoferoles

Se realiz6 de acuerdo con el método oficial AOCS Ce 8-89. Se pesé 0,1

g de aceite de oliva variedad Arbequina en un matraz &mbar de 10 mL y se aford

con n-hexano. La fase mdévil se prepardé con 2-propanol (0,5%) y n-hexano
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(99,5%). Se utilizé un cromatografo HPLC marca MERK HITACHI modelo L-7110
y un detector de fluorescencia HITACHI modelo FL 5440 HITACHI en un rango
de lectura de 290 nm para excitacion y 330 nm para emision. Para la adquisicion
de datos e integracion se uso el software DataApex CLARITY™ versién 2.4.1.43.
Se cuantifico inyectando el estandar de alfa tocoferol concentraciéon 3 mg/mL y
luego la muestra por duplicado. La concentracion de los tocoferoles se calculd

con la siguiente formula:

CxaxV [ mg ]
Axm kg de aceite

Concentracion del Tocoferol =

Donde:

C: concentracion de estandar de a-Tocoferol (ug/mL)

A: area del estandar (mV*s)

a: area de la muestra (mV*s)

V: volumen del matraz de aforo (mL)

m: masa de la muestra (g)

4.3.8 Determinacion de compuestos volatiles
Se realizé mediante Micro Extraccion en Fase Sélida (SPME), con una
fibra triple SUPELCO® de 2 cm, 50/30 cm de espesor de pelicula, dotada con el
Flex fase estacionaria estable de divinilbenceno/ carboxen/ polidimetilsiloxano

(DVB/CAR/PDMS). EIl andlisis de hizo con un Cromatégrafo de gases
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SHIMADZU GC-2010 PLUS, detector de llama FID-2010, inyector automatico
SPME HT280T, columna Teknokroma TRB-Wax y software GC-Solution
Analysis version 2.31.00 (2000-2008) Shimadzu.

Se trabajé bajo las siguientes condiciones: inyector a 260°C, detector a
270°C y horno: Temperatura inicial de 40°C por 10 minutos, rampa de 3°C/min
hasta temperatura final de 200°C. El gas portador utilizado fue Ho.

El inyector automatico se programo mediante el software HT-COMSOFT-
S, donde el tiempo de incubacion es de 5 minutos, agitacion y limpieza 2 minutos,
extracciéon 10 minutos y desorcion 5 minutos.

Procedimiento para la determinacion y cuantificacion de los compuestos

volatiles:

e Preparacion de la solucion estandar interno (E.l) de 4-metil-2-pentanol: en
un matraz de 100 mL se pes6 100 mg del compuesto (conc. 1 mg/mL) y
se afor6 con aceite de maravilla (matriz blanco de aceite desodorizado,
sin la presencia de compuestos volatiles). Se tomaron 500 uL de la
solucion anterior y se aforé con aceite de maravilla a 10 mL (conc. 50
pg/mL).

e Preparacion de muestra: se pesaron 2 gr de aceite de oliva variedad
Arbequina en un vial de vidrio de 20 mL con tapa de material
politetrafluoroetileno (PTFE), y 100 mg de la solucién de estandar interno

(50 pg/mL). La mezcla se agité en un vortex por 30 segundos y se dejé
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durante 5 min a 40°C para permitir el equilibrio de los compuestos volatiles
en el espacio cabeza (Aparicio y Harwood, 2003).

e Cuantificacion: para calcular las concentraciones de los compuestos
volatiles presentes en la muestra, se construyeron curvas de calibracion
absoluta para cada uno de ellos con los estandares SIGMA-ALDRICH, a
partir de soluciones patron de 10000 ppm. Para la construccion de las
curvas de calibracion se inyectaron los estdndares a diferentes
concentraciones por triplicado. Se grafic el area relativa del compuesto

(area del compuesto/area del E.I) en funcion del peso (mg) del estandar.

4.3.9 Anaélisis estadistico

Los experimentos se realizaron en triplicado y las mediciones de los
diferentes parametros por duplicado. Se calcul6 promedio, desviacién estandar
y coeficiente de variacion. Se compararon los resultados procedentes de aceites
procedentes de olivas frescas y congeladas, y entre los diferentes estados de
maduracion por Analisis de ANOVA con comparacion de rangos multiples de
Fisher LSD con un nivel de confianza del 95%. Se utilizé el software
STATGRAPHICS Centurion XVI version 16.1.03. Se realizO un analisis
multivariado: Analisis de Componentes Principales (PCA) y Regresion
Discriminante de Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA). El analisis
multivariado se basd en un algoritmo NIPALS (minimos cuadrados parciales

iterativos no lineales).
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4.3.10 Evaluacion sensorial

Las muestras de aceite de olivas frescas y congeladas de los meses de
mayo, julio y septiembre fueron analizadas por un panel experto entrenado
perteneciente a la Universidad Tecnolégica Metropolitana (UTEM), segun la
Norma COI/T.20/DOC. N°15/REV.10. Los resultados informados corresponden
a la media de las respuestas de intensidad de atributos y/o defectos encontrados
por los catadores. Para evaluar la intensidad de los atributos o defectos
sensoriales el panel se basé en la metodologia de la Norma Internacional 1SO
5495:2005 22 Sensory analysis - Methodology - Paired comparison test,

considerando la correccion 1SO 5495:2005/Cor.1:2006.

Objetivo especifico n°3: Determinar el efecto de la maduracion de las olivas

sobre el contenido de glucosa presente en la pulpa.

4.3.11 Determinacién del contenido de glucosa en pasta de olivas
La determinacion de glucosa presente en la pulpa de oliva se realiz
mediante el método Bligh & Dyer. Se pesé 2 g de pulpa de oliva (sin carozo) y
se ajusto la humedad de la muestra agregando agua hasta completar 4 g de
agua en total. Se agrego6 cloroformo y metanol, se agité y centrifugd para aislar

la fase acuosa de las proteinas y lipidos.

Para la clarificacion de la muestra, la fase acuosa (que contiene los
azucares) se paso6 por una columna de extraccion en fase sélida (SPE) hecha

con carbén activado. El eluato se diluyé con agua miliQ en proporcién 1:6 y se
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inyect6 en un HPLC MERCK HITACHI con bomba L-6200, detector de indice de
Refraccion, horno LaChrome L-7530, columna SHODEX SUGAR SC 1011 y
software CLARITY Data Apex Preliminary Version 2.4.1.43. La fase movil

utilizada fue agua MiliQ con flujo de 0.9 mL/min a 70°C.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Analisis fisicoquimicos de calidad y color
Para cumplir con el primer objetivo especifico, se determinaron
pardmetros de calidad en los aceites extraidos de olivas frescas y congeladas
de variedad Arbequina. A continuacion, en la Tabla 2 se muestra un resumen de

los analisis de calidad realizados a aceite de olivas frescas del mes de mayo.

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del aceite de oliva variedad Arbequina procedente de
olivas frescas en el primer mes de cosecha.

Parametro medido Olivas frescas de mayo

Acidez libre (% acido oleico) 0,15+0,01
indice de Perdxidos (meq O, /kg de aceite) 1,49 + 0,06
K 232 1,96 £ 0,09
K 270 0,100 + 0,01
Color

L* 89,11 + 0,28

a* -13,43 £ 0,27

b* 64,40 + 3,66

En la Tabla 2 se observan los analisis de calidad realizados al aceite
extraido de las olivas frescas en la cosecha del mes de mayo. Los resultados
muestran que segun la Norma comercial COI 15NC N°3 del 2022 (Anexo 1)
corresponde a la categoria AOVE ya que todos los parametros estan por debajo

de los limites establecidos.
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Los valores de las coordenadas L*a*b* indican que el aceite presenta un
color caracteristico verde-dorado (Gandul-Rojas y cols., 2013), con una alta
luminosidad (valor de “L” maximo 100), valor negativo de “a” indicando tono

verdoso Yy valor positivo de “b” que indica amarillez.

5.1.1 Acidez libre
La hidrolisis en el aceite resulta en la formacion de acidos grasos libres
(AGL) y residuos de glicerol. Los AGL son una de las principales causas del
deterioro del aceite ya que afectan parametros sensoriales y disminuyen su vida
media. Por esta razén la acidez libre es muy importante para evaluar la calidad
del aceite de oliva y clasificarlo en categorias segun la Norma COI (El-Abassy y

cols., 2009).

La Figura 6 muestra los resultados de la variacién de acidez libre en
AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas, durante los cinco meses de
cosecha. Se observd un leve aumento de la acidez libre en los aceites
provenientes de olivas frescas y congeladas a partir de julio, debido a que
durante la maduracion se incrementa la actividad de las enzimas lipoliticas.

(Navajas-Porras y cols., 2020).
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Acidez libre
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Olivas frescas, ~25°C —#4— Olivas congeladas,—3°C

Figura 6. Variacion de la acidez libre (expresado como porcentaje de acido oleico) de los AOVEs
procedentes de olivas frescas y congeladas en funcién de los meses de cosecha.

Los aceites procedentes de olivas frescas tuvieron un rango de acidez
libre inicial y final de 0,15% y 0,25% respectivamente, mientras que en los aceites
de olivas congeladas se obtuvieron valores entre 0,13% y 0,21%. La variacion
de acidez libre entre ambas condiciones siguié la misma tendencia, pero se
obtuvieron valores mas bajos en aceites de olivas congeladas. Esto se atribuiria
a la reduccion en la actividad de las enzimas lipasas producto de la congelacién
del fruto, afectando la formacion de acidos grasos libres durante la trituracion y

malaxacion en el proceso extraccion del aceite (Poerio y cols., 2008).

En todas las muestras evaluadas se obtuvieron valores inferiores a 0,8%

de &cido oleico, por lo tanto, segun la Norma comercial COI (Anexo 1) los aceites
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de olivas frescas y congeladas cumplen con los criterios para clasificarlos como

AOVE segun el parametro de acidez libre.

5.1.2 indice de peroxidos
Los hidroperdxidos son compuestos formados de la oxidacion de lipidos
insaturados y son susceptibles a descomponerse en productos secundarios de
oxidacion, afectando negativamente el valor nutricional, sensorial y calidad
general del aceite. Existen muchos factores catalizadores que pueden oxidar el
aceite, tales como: luz, temperatura, enzimas, metales, entre otros. La medicién
de indice de peroxidos (IP) se usa como indicador del estado inicial de oxidacién

midiendo el contenido de hidroperéxidos (Morales y Przybylski, 2013).

En la Figura 7 se presenta la comparacion del IP en aceites extraidos de
olivas frescas y congeladas cosechadas desde el mes de mayo hasta el mes de
septiembre. En aceites de olivas frescas se observé un aumento sostenido de IP
con la maduracion, presentando en el mes de mayo un valor de 1,49 meq de
O2/kg de aceite y en el mes de septiembre de 3,45 meq de O2/kg de aceite. En
aceites procedentes de olivas congeladas el IP presentd un leve aumento hasta

el mes de julio, con un valor maximo de 2,84 meq de Oz/kg de aceite.
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Indice de Peréxidos
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Figura 7. Variacion del indice de Peroxido con los meses de cosecha en AOVE procedente de
olivas frescas y congeladas.

El acido linolénico aumenta su concentracion a medida que la oliva
madura y la enzima lipoxigenasa (LOX) actta sobre él formando hidroperoxidos
(Mele y cols., 2018), por esta razén, se observo un aumento del IP durante todos
los meses de cosecha en los aceites de olivas frescas. Por otro lado, en olivas
congeladas, la formacion de cristales de hielo dentro de las células destruye
tejidos desencadenando procesos oxidativos (Guillaume y cols., 2010). Sumado
a esto, los pigmentos clorofilicos también se ven afectados por la reduccion en
la actividad de LOX, ya que esta enzima (junto a lipasas y peroxidasas) al ser
inactivada previene la conversion de la clorofila a sustancias incoloras llamadas
feofitinas (Minguez-Mosquera y cols., 1990); por lo tanto, en los aceites

provenientes de olivas congeladas los pigmentos clorofilicos se acumulan y
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actian como prooxidantes en presencia de luz y oxigeno. Esto explicaria los
mayores valores de IP para aceites procedentes de olivas congeladas en los
meses de mayo y junio. Posteriormente el valor de IP se mantiene practicamente
sin variacion significativa por la disminucion de los pigmentos clorofilicos y la
ralentizacion de la actividad de LOX por la baja temperatura (Mele y cols., 2018).

Se observaron diferencias significativas (p<0,05) en el valor de IP entre
aceites procedentes de olivas frescas y congeladas para los meses de mayo,

junio y septiembre.

Los aceites presentaron valores de I[P muy por debajo del limite maximo
de 20 meq de O2/kg de aceite establecido por la Norma comercial COI para
AOVE (Anexo 1), lo cual fue el resultado del poco tiempo transcurrido entre el
descongelamiento de la fruta y extraccion del aceite (Romero y Motilva, 2010),
el rapido almacenamiento a aproximadamente -23°C de las muestras hasta el
momento del analisis y la casi nula disponibilidad de oxigeno en la muestra
envasada, lo que permitié6 que el aceite se haya mantenido en un estado de

oxidacion inicial (Masella y cols., 2019).

5.1.3 Espectrofotometria de absorcion UV-visible K232 y K270
Los lipidos de los alimentos pueden sufrir cambios quimicos en su
composicion afectando la calidad nutricional y sensorial. Los principales
procesos del deterioro son la lipolisis y la oxidacion, de los cuales se deriva una
amplia variedad de compuestos quimicos. Los lipidos oxidados forman

principalmente hidroperéxidos, dienos y trienos conjugados (compuestos
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primarios), que posteriormente se transforman en productos secundarios de
oxidacion como aldehidos, cetonas, acidos y alcoholes (Morales y Przybylski,

2013).

En la Figura 8 se presenta el cambio en el pardmetro K232 durante la
maduracion de los frutos en los aceites extraidos de olivas frescas y congeladas.
K232 es el coeficiente de extincion especifica de la muestra a la longitud de onda

de 232 nm e identifica los compuestos primarios de oxidacion.
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Figura 8. Variacion del parametro K232 del AOVE procedente de olivas frescas y congeladas
con los meses de cosecha.

En la Figura 8 se observo que el parametro K232 en el aceite producido a
partir de olivas frescas incrementd un 9,6% entre los meses de mayo y
septiembre, mientras que para el aceite de olivas congeladas K232 disminuy6

un 6,3%. Sin embargo, estas variaciones fueron leves debido a que los valores
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obtenidos en IP mostraron la baja formacion de hidroperoxidos en las muestras,
por lo que los productos primarios y secundarios de oxidacion también fueron

bajos.

Durante los meses de mayo hasta julio, los valores de K232 en aceites
extraidos de olivas congeladas fueron mayores, lo cual coincide con IP (Figura
7). A pesar de que se observan diferencias entre los aceites procedentes de
olivas frescas y congeladas, la variacién es leve, lo cual indica que los aceites

estaban en una etapa inicial de oxidacién, como se mencioné anteriormente.

Los valores obtenidos de K232 estan bajo el limite permitido (<2,50) por

la Norma comercial COI (2022), por lo tanto, las muestras de aceite analizadas

En la Figura 9 se presenta el parametro K270 en aceites provenientes de
olivas frescas y congeladas durante la maduracion. Este parametro corresponde
al coeficiente de extincion especifica a la longitud de onda de 270 nm e identifica

los compuestos secundarios de oxidacion.

En la Figura 9 se observo que con la maduracién se produjo un descenso
del parametro K270 en AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas en
un 23% y 27%, respectivamente. La disminucién de K270 es contraria a lo
observado en el IP. Esto quiere decir que la tasa de formacién de hidroperdxidos

fue mayor a la tasa de descomposicién (Vichi y cols., 2003).
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Figura 9. Variacién del parametro K270 en AOVE procedente de olivas frescas y congeladas
con los meses de cosecha.

En la Figura 9 se observa que los valores de K270 fueron menores en
olivas congeladas durante todos los meses estudiados. Esto se debe a que la
baja temperatura sobre las olivas influye en el contenido de compuestos
carbonilos (como aldehidos y cetonas), disminuyendo su concentracion (Garcia

y cols., 1996).

Los valores obtenidos de K270 para el aceite de olivas frescas y
congeladas estan bajo el limite permitido (<0,22) por la Norma comercial COI

(2022), por lo tanto, fueron clasificados como AOVE.
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5.1.4 Color

El color es un atributo sensorial que resulta de la interaccion entre el
material (alimento) y el observador (consumidor). Su importancia radica en que
es el primer factor de calidad evaluado por el consumidor para decidir si compra
el producto. El ojo humano percibe el color compuesto por tres atributos
sensoriales: matiz, saturacién o croma y luminosidad. El matiz se refiere al tipo
de color (amarillo, verde, azul o rojo), es decir al rango de la longitud de onda
predominante. La saturaciéon depende de la proporcion de luz emitida por la
longitud de onda predominante y por altimo, la luminosidad es la visibilidad del

color y depende de la cantidad de luz que reciba el ojo (Duran y Calvo, 2009).

En la Figura 10 se muestra el efecto que tiene la helada y la maduracion
sobre el color en el AOVE. En el estado de maduracibn mas temprano, se
observaron valores de L* (luminosidad) de 89,1 y 87,7 unidades; valores de
a*(verdor) de -13,4 y —13,6 y valores de b*(amarillez) de 64,4y 74,3 en AOVEs
procedentes de olivas frescas y congeladas, respectivamente. Estos valores son
caracteristicos de los aceites procedentes de olivas variedad Arbequina,

corresponden a un color “verde amarillento” (Gandul-Rojas y cols., 2013).
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Figura 10. Variacién de las coordenadas del espacio CIEL*a*b* en los AOVESs procedentes de
olivas frescas y congeladas durante la maduracion.

La Figura 10 muestra un incremento leve en la coordenada L* en los
AOVEs de olivas frescas y congeladas, a medida que avanza el estado de

maduracion. Solo se observaron diferencias significativas en el mes de mayo.

Con el avance del estado de maduracion, también se observé un aumento
en los valores de la coordenada cromatica a* (con valores entre -13,4 y —=5,7
unidades en AOVEs de olivas frescas y -13,8 y -7,8 en AOVEs de olivas

congeladas), mientras que la coordenada cromatica b* presentd una disminucién
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en los dos tipos de aceites estudiados. Dichos valores variaron entre 64,4y 21,9
en los aceites extraidos de olivas frescas, y entre 74,3 y 27,5 en aceites
procedentes de olivas congeladas. En las coordenadas a* y b* no se encontraron
diferencias significativas (p>0,05) entre AOVES de olivas frescas y congeladas,

pero si hay diferencias (p<0,05) entre los estados de maduracion.

Las variaciones de las tres coordenadas muestran que a medida que las
olivas maduran producen un aceite mas palido, con una pérdida de tonalidad

verdosa y amarillenta.

AE es una medida de distancia entre dos puntos en el espacio dados por
las coordenadas del sistema CIE L*a*b*. Para el célculo se tom6é como punto
inicial las muestras del mes de mayo en aceites de olivas frescas y congeladas,
segun corresponde. A continuacion, en la Tabla 3 se representa graficamente
las variaciones de las tres coordenadas cromaticas durante la etapa de

maduracién de las olivas y los valores de AE.

Tabla 3. Efecto de la helada y maduracion sobre AE en AOVE variedad Arbequina.

AE Representacién
Mes de cosecha Olivas frescas Olivas congeladas Olivas frescas Olivas congeladas
(~25°C) (=3°C) (~25°C) (=3°C)
mayo 0,00+0,00 0,00+0,00
junio 21,76+3,23 24,43+8,78
julio 19,665,45 21,97+7,05
agosto 39,31+9,02 48,89+3,60
septiembre 43,26+4,00 47,38+1,30
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En la Tabla 3 se observa que el cambio de color que presentaron los
AOVE durante la maduracion es perceptible a la vista. Los aceites procedentes
de olivas congeladas sufren una mayor pérdida de color durante la maduracion,

pues su AE del mes de septiembre es mayor.

El color del aceite de oliva esta relacionado con la concentracién de
pigmentos como la clorofila y los carotenoides (Morellé y cols., 2003). Durante el
proceso de maduracion de las olivas, el contenido de estos pigmentos fue
cambiando y el color amarillo comenz6 a ser mas predominante que el color
verde, porque la fraccion clorofilica decrece con mayor rapidez (Minguez-
Mosquera y cols., 1990). La desaparicion de clorofilas y carotenoides en la fruta
da paso a la sintesis de compuestos antocianos, los cuales aparecen primero
como pequefias manchas rojizas sobre la piel de la fruta, hasta llegar a negro en
la etapa de maduracion completa. Solo las clorofilas y los carotenoides, los
cuales son solubles en grasa, son transferidos al aceite de olive virgen durante
la extraccion (Gandul-Rojas y cols., 2013), dando el color caracteristico que

variara dependiendo el mes de cosecha.

Durante el proceso de extraccion del aceite, en la etapa de molienda es
cuando se pierden la mayor cantidad de pigmentos ya que la ruptura de los
tejidos favorece el contacto entre la clorofilasa con su sustrato (Minguez-
Mosquera y cols., 1990). Esto mismo ocurre con la congelacion, pues los
cristales de hielo rompen estructuras celulares, sin embargo, la clorofilasa tiene

un rango de temperatura 6ptimo de actividad enzimatica entre los 20°C a 30°C
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(Gandul y Minguez-Mosquera, 1996), por lo que su actividad enzimatica se
encuentra ralentizada. Esto explicaria la acumulacion de pigmentos clorofilicos

en el aceite proveniente de olivas congeladas.

5.2 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante
Para cumplir con el segundo objetivo, primero se analizé la composicién
de compuestos fendlicos hidrofilicos, a-tocoferol y capacidad antioxidante. A

continuacion, se presentan los resultados obtenidos.

5.2.1 Perfil de compuestos fendlicos
Los polifenoles estan relacionados con el gusto del aceite, y junto a los
compuestos volatiles influyen en la calidad sensorial del AOVE. Durante la
molienda y la malaxacion se produce la ruptura de los tejidos celulares poniendo
en contactos enzimas y sustratos, lo que origina por accién de la B-glucosidasa
sobre oleuropeina y ligustrésido la formacion de las agliconas de los derivados

secoiridoides (Garcia-Vico y cols., 2017).

Los compuestos fendlicos se identificaron con un detector de arreglo de
fotodiodos, en Anexo 3 se especifica la longitud de onda a la que se midieron los
compuestos y su tiempo de retencién. En la Tabla 4 se presenta la clasificacion

de los compuestos fendlicos.
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Tabla 4. Clasificacion de compuestos fendlicos presentes en aceite de oliva virgen extra (AOVE)
y su abreviatura.

Acidos fendlicos y derivados
e Acido vainillico
e Acido p-Cumarico
e Acido gélico
e Acido cafeico
e Acido protocatequico
e Acido p-Hidroxibenzoico
e Acido fertlico
e Acido cinamico
e Acido benzoico
Alcoholes Fendlicos
e Hidroxitirosol (Etanol (3,4-Dihidroxifenilo), (3,4 DHPEA))
e Tirosol (Etanol (p-Hidroxifenilo)), (p-HPEA))
e  Hidroxitirosol acetato
e Tirosol acetato
e  (3,4-Dihidroxifenil) etanol-glucésido
e Vainillina
Flavonoides
e  Luteolina
e  Apigenina
e Metil-luteolina
Secoiridoides
e  Oleuropeina
e  Ligustrésido
e  Decarboximetil aglicona de la oleuropeina, forma dialdehidica (3,4-DHPEA-EDA)
e  Decarboximetil aglicona del ligustrésido, forma dialdehidica (p-HPEA-EDA)
e Aglicona Oleuropeina dialdehidica (3,4-DHPEA-EDA-AQOD)
e  Aglicona del ligustrdsido dialdehidico (p-HPEA-EDA-ALD)
e  Aglicona Oleuropeina, monoaldehido (3,4-DHPEA-EA)
e  Aglicona Ligustrosido, monoaldehido (p-HPEA-EA)
e  Aglicona de la Oleuropeina aldehidica e hidroxilica (3,4-DHPEA-EA-AH)
e Aglicona de Ligustrésido aldehidico e hidroxilica
Lignanos
e  Pinoresinol
e 1-Acetoxipinoresinol

Fuente: (Consejo Oleico Internacional (COI), 2009; National Center for Biotechnology
Information, 2022; Tsimidou, 2013)

En la Tabla 5 se presentan los valores de los compuestos fendlicos
presentes en el AOVE procedente de olivas frescas y congeladas. Se realiz6 la
comparacion entre ambos tipos de fruta y entre los diferentes estados de

maduracion.
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Tabla 5. Efectos de la maduracién y el congelamiento en el perfil de compuestos fendlicos, a-tocoferol y capacidad antioxidante del AOVE variedad

Arbequina.
Meses de cosecha valor-P
mayo junio julio agosto septiembre Meses
E;rlm;puestos fendlicos (mg O. frescas O. cong. O. frescas O. cong. O. frescas O. cong. O. frescas 0. cong. O. frescas 0. cong. fre?éas O. cong. Temperatira
Acido elenélico 231+ 6”2 226 + 1472 93 + 90 116 + 65° 74 + 37¢ 113 + 65 66 + 3Ad 73 + 38¢ 64 + 8Ad 68 + 5°° 0,0000 | 0,0000 0,0000
Hidroxitirosol 3,8+0,6M 1,2+0,2%8 0,89 + 0,08"° 1,6 + 0,28 0,23+0,01”° | 0,28+0,045%¢ | 0,20+0,02° | 0,43+0,04%¢ | 0,21+0,04* | 0,080,025 | 0,0000 | 0,0000 0,0000
Tirosol 2,3+0,2% 1,3+0,1% 0(?5.9591?*’ 0,8+0,1% 0,31+0,03 | 0,33+0,06*° | 0,22+0,04*° | 0,340,055 | 0,42 +0,05"¢ | 0,27 +0,02%¢ | 0,0000 | 0,0000 0,0000
Acido vainillico 0,07+0,01% | 0,09+0,0% | 0,06+0,01"° | 0,06+0,01"° | 0,09+0,01~ | 0,07+0,01% | 0,09+0,01”* | 0,07 +0,01% | 0,12+0,03*¢ | 0,050,015 | 0,0000 | 0,0000 0,0000
Acido para-cumérico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,0000 | 0,0000 0,0000
3,4-DHPEA-EDA 68 + 5% 85 + gBa 65 + 9Aa 89 + 482 312 49 + 580 9+ 1A¢ 50 + 380 23 £ 2Ad 0,46 + 0,015 | 0,0000 | 0,0000 0,0000
3,4-DHPEA-EDA, oxidada 3,0+0,.2% 3,0+0,.2% 1,0+0,17 2,7+0,2% 1,1+0,1%¢ 0,1+ 0,08 0,1+ 0,01 0,4 + 0,08 0,1+0,0¢ ND 0,0000 | 0,0000 0,0000
3,4-DHPEA-EDA-AOD 0,07 +0,00? ND 0,09 +0,02*° | 0,05+0,00% | 0,05+0,01"° | 0,08+0,018 | 0,06 0,01 | 0,06+0,01%% | 0,10+ 0,02 | 0,03 +0,00% | 0,0000 | 0,0609 0,7852
p-HPEA-EDA 50 + 2Aa 43 + 283 39+ 17 29 + 280 21+ 1%¢ 20 + 15¢ 21+ 2”¢ 2% & 28 12 + 2Ad 11+ 1% 0,0000 | 0,0000 0,0000
p-HPEA-EDA, oxidada 0,33+0,02"% | 1,37 +0,27% | 0,30 £0,04*° | 0,88+0,09% | 0,06+0,01*° | 0,19+0,018 | 0,13 +0,01A | 1,29 +0,128 0,16 + 0,02¢ ND 0,0000 | 0,0000 0,0000
Pinoresinol 9+ 1M 8,8 + 0,4 12 £ 170 11 + OB° 12 £ 170 8,5+0,3% 8+ 17¢ 9+18a 6,9 +0,3"° 7+ 15¢ 0,0000 | 0,0000 0,0043
p-HPEA-EDA-ALD 1,8 £0,1% 2,6 +2,0% 1,6 £0,17° 1,7+0,1°° 1,6 £0,17° 0,6 £ 0,18 0,8 £0,1%¢ 1,1+0,18¢ 0,9 0,14 0,8 +£0,18¢ 0,0000 | 0,0005 0,9722
3,4-DHPEA-EA-AH 30 £ 2% 36 + 282 13 +£370 14 + 170 10 + 14¢ 2+ (B¢ 6+ 149 7+ 184 5+ QA 0,3 +0,0%¢ 0,0000 | 0,0000 0,0026
Luteolina 8,0 +£0,6" 6,6 + 1,58 8,0+0,8% 8,5+ 0,340 14 £ 2R 5,4 + 0,25 8,8+ 2,24 8+ 18 8+ 14 3,4 +0,3% 0,0000 | 0,0000 0,0000
Apigenina 3,1+0,3% 2,5+0,48 3,1+0,3% 2,840,240 4,5+0,74 2,4 +0,282 2,7 +0,54% 2,4 +0,5 2,6+0,3% 1,6 +0,35¢ 0,0000 | 0,0000 0,0000
Metil luteolina 1,6 £ 0,14 1,7 £0,7A% 2,0+0,3% 1,8 +£0,2/ 2,0+£0,2%° 1,8 +0,2/ 1,3+0,3%° 1,3 £ 0,24 1,4 + 0,47 1,0 +£0,35¢ 0,0000 | 0,0000 0,0547
Fenoles totales 413+ 7/ 419 + 107 241 + 6*° 279 + 108 171 £ 5°¢ 204 + 9B¢ 124 + 3/ 177 + 884 124 + 8Ad 93 + 5B¢ 0,0000 | 0,0005 0,0000
Fenoles no oxidados 410 £ 744 415 + 10" 240 + 640 276 + 10%° 170 + 54¢ 204 + 98¢ 124 + 3/ 175 + 884 124 + 8Ad 93 + 58¢ 0,0000 | 0,0000 0,0000
Fenoles oxidados 3,40+0,16" | 4,41+0,34% | 125+0,06° | 3,60 0,22 1,15 + 64° 0,23+0,01% | 0,24+0,02A | 1,74 +0,16% 0,26 +0,02¢ ND 0,0000 | 0,0000 0,0000
a-Tocoferol (mg kg?) 166 + 8" 123 + 382 131 + 440 115 + 6°° 125 + 740 114 + 280 117 £ 5°¢ 97 + 65¢ 114 + 17¢ 99 + 5B¢ 0,0000 | 0,0000 0,0000
;)cl::?e(; (umol ET g-1 125+14% | 11,6404% | 68+05% | 86+17% | 57+04% | 7,0£05% | 71202~ | 71:03% | 55:03M | 51+06A |0,0000| 00000 | 0,1828

Nota: Los valores se expresan como la media X + SD (n = 3). Letras mayUsculas diferentes en la misma fila para cada mes indican diferencias significativas entre AOV de olivas frescas
y congeladas (p < 0,05; LSD Fisher). Letras minUsculas diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre aceites de diferentes etapas de maduracion (p < 0,05; LSD
Fisher). Se comparan los aceites de aceitunas frescas y congeladas por separado. Se presenta el valor-P de temperatura para la comparacion entre olivas frescas y congeladas, y el
valor-P entre los meses de maduracion para ambas condiciones. Abreviaturas: O.frescas, Aceite de olivas frescas. O.cong, aceite de olivas congeladas. ND, no detectado.
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En la Tabla 5 y Figura 11 se presentan los resultados obtenidos de la
medicion de compuestos fendlicos totales presentes en aceites extraidos de
olivas frescas y congeladas durante la maduracion. En el mes de mayo el aceite
procedente de olivas frescas presenté un contenido de fenoles totales de 413
mg/kg de aceite, mayor al valor obtenido por Caipo y cols., (2021). La Figura 11
muestra que en ambos tipos de aceites la concentracion de compuestos fenélicos
totales decrece con la maduracion de las olivas Arbequinas, llegando casi a la
mitad de la concentracion en el segundo mes de cosecha (cuando el indice de
madurez esta entre 3 y 4). En los aceites procedentes de olivas frescas el
contenido fendlico se mantuvo entre el rango de 413 y 124 mg/kg de aceite
durante la maduracion, mientras que, en los aceites procedentes de olivas
congeladas el rango de compuestos fendlicos fue entre 419 y 93 mg/kg de aceite.
Al comparar los aceites procedentes de olivas frescas y congeladas se observa
una mayor concentracion fendlica en estos ultimos, desde junio hasta agosto, con

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre ambos tipos de aceites.
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Figura 11. Variacion de los compuestos fendlicos totales en AOVEs procedentes de olivas
frescas y congeladas en diferentes estados de maduracién.

Durante la maduracién de las olivas, la concentracibn de compuestos
fendlicos aumenta hasta alcanzar un nivel maximo en la etapa “cherry”" y a medida
que avanza la maduracién se produce una disminucién abrupta. La rapida
disminucién de los compuestos fendlicos durante esta etapa se debe a una mayor

actividad de enzimas hidroliticas (Conde y cols., 2008).

Entre los compuestos fendlicos de menor concentracion estan los
alcoholes hidroxitirosol y tirosol, los cuales presentaron valores de 3,8y 2,3 mg/kg
de aceite, respectivamente, en aceites de olivas frescas en la etapa de
maduracién mas temprana. En la Tabla 5 se observa que a medida que avanza
el estado de maduracion, el contenido de los alcoholes fenélicos disminuye en

los AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas. Gutierrez-Rosales y
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cols., (2010) informaron una disminucién en la cantidad de tirosol producto de la
maduracién en olivas variedad Arbequina y Hojiblanca. La Tabla 5 muestra que
hay diferencias significativas (p<0,05) en la cantidad de tirosol de aceites de
olivas frescas y congeladas, siendo ligeramente mayor en olivas frescas. A partir
del mes de julio, el contenido de este alcohol se vuelve constante en los dos tipos
de aceites estudiados. También se observé que la concentracion de hidroxitirosol
es mayor en olivas congeladas durante la mayoria de los meses, con la excepcion
de mayo y septiembre. Hay diferencias significativas entre olivas frescas y
congeladas (p<0,05) y al igual que ocurre con el tirosol, a partir de julio las

concentraciones de hidroxitirosol son constantes.

Los secoiridoides son compuestos formados a partir de la oleuropeina y
ligustrosido, donde el grupo de los derivados de la oleuropeina (DO) esta
conformado por 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EDA-AOD vy 3,4-DHPEA-EA-AH,;
y el grupo de los derivados del ligustrésido (DL) por p-HPEA-EDA y p-HPEA-
EDA-ALD (Tabla 4). A continuacion, en la Figura 12 se presenta la variacion
estos compuestos fendlicos en aceites procedentes de olivas frescas y

congeladas durante la maduracion.
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Figura 12. Cambio en la concentracién de los compuestos secoiridoides en AOVEs procedentes
de olivas frescas y congeladas durante la maduracion.

En la Figura 12 se observa que, en los aceites procedentes de olivas
frescas y congeladas, hay un contenido mayor de compuestos secoiridoides
derivados de la oleuropeina que derivados del ligustrosido. Esto se debe a que
el compuesto fendlico 3,4-DHPEA-EDA es el mas abundante de los secoiridoides
(Tabla 5) en los aceites estudiados. Servili & Montedoro, (2002) también
encontraron este compuesto fendlico en mayor proporcion en aceites de oliva de
las variedades Moraiolo, Frantoio y Leccino; Caipo y cols., (2021) obtuvieron

resultados similares para la variedad Arbequina.
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Se observé un descenso en los compuestos secoiridoides a medida que
la fruta de Arbequina madura. En aceites de olivas frescas los compuestos DO
mostraron un rapido decrecimiento del 72% (desde 98,65 hasta 27,63 mg/kg de
aceite). De forma similar, los DL disminuyeron un 76% (desde 51,91 hasta 12,57
mg/kg de aceite) cuando el indice de madurez esta en el rango de 5 a 7. La
disminucién de estos compuestos esta relacionada con la $-glucosidasa. Esta
enzima esta involucrada en las reacciones catabdlicas y anabdlicas en la
biosintesis de los secoiridoides (cataliza la eliminacion de la glucosa de la
oleuropeina y ligustrésido mediante la hidrdlisis), y tiene mayor afinidad por la
oleuropeina (Romero-Segura y cols., 2012). La actividad de esta enzima es
mayor al principio del proceso de maduracién y luego decae (Gutierrez-Rosales
y cols., 2010). Por otra parte, como se mencioné anteriormente, el descenso del
contenido fendlico esta relacionado a las enzimas hidroliticas durante la fase

negra de maduracion.

En los aceites de olivas congeladas, las concentraciones de los DO fueron
mayores durante la mayoria de los meses y disminuyeron un 100% en septiembre
(desde 120,96 mg/kg de aceite), mientras que los compuestos DL disminuyeron
un 75% (desde 45,39 hasta 11,42 mg/kg de aceite). El contenido mayoritario de
3,4-DHPEA-EDA en los aceites procedentes de olivas congeladas se explica con
el crecimiento de los cristales de hielo, los cuales rompen los tejidos celulares
causando su descompartimentalizacion, poniendo en contacto enzimas y
sustratos. Este hecho provoca la hidrélisis de la oleuropeina por la enzima
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endogena B-glucosidasa dando origen a las agliconas y sus derivados, las cuales
pasan a la fase oleosa durante la extraccion del aceite de oliva. La ruptura de
tejidos producida por el proceso de congelacion es comparable con la
molturacion, por lo tanto, en olivas congeladas la hidrolisis enzimatica comienza

mucho antes que se inicie la molienda (Garcia-Vico y cols., 2017).

En un estudio realizado por Garcia-Vico y cols., (2017), se encontré que
los principales glucidos fendlicos: oleuropeina y demetiloleuropeina, se vieron
gravemente reducidos en el tejido de la oliva a causa de la congelacion,
observandose ademas altos niveles de derivados de secoiridoides hidrolizados

(3,4-DHPEA-EDA y 3,4-DHPEA-EA) en los frutos dafiados por congelacion.

En la Figura 13 se presenta la variacion en las concentraciones de los
compuestos fenolicos pinoresinol y flavonoides: apigenina, luteolina y Metil-
luteolina, presentes en el aceite de oliva producido a partir de frutos frescos y
congelados en funcién de los meses de cosecha. Se observa que con el avance
del estado de maduracion de las olivas hay un leve incremento inicial del
pinoresinol y flavonoides. La luteolina y apigenina (flavonoides mas abundantes
del aceite de oliva) aumentaron su concentracion hasta julio, donde presentaron
un maximo de 14 y 4,5 mg/kg de aceite, respectivamente (Tabla 5). A partir del
mes de julio, los flavonoides disminuyeron su concentracion, manteniendo
valores inferiores en olivas congeladas, similar a lo reportado por Masellay cols.,

(2019) para distintas formas de congelar las olivas.
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Compuestos fenolicos flavonoides y pinoresinol
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Figura 13. Cambio en la concentracién de los compuestos fendlicos flavonoides y pinoresinol en
AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas durante la maduracién.

El pinoresinol mostré un valor de concentraciéon méaximo en el mes de julio
de 12 mg/kg de aceite en AOVEs procedentes de olivas frescas, manteniendo
valores ligeramente mayores a los de AOVESs de olivas congeladas en la mayoria

de los meses.

Se observd que los compuestos fendlicos flavonoides y pinoresinol
presentaron menor variabilidad frente al estado de madurez y la influencia de la

helada que los secoiridoides.

Dentro de los compuestos fendlicos de menor concentracion, estan los
fenoles oxidados provenientes de los derivados de la oleuropeina (DO) y

ligustrosido (DL). La Figura 14 muestra la evolucion del contenido de fenoles
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oxidados en los AOVEs extraidos de Arbequinas frescas y congeladas en cinco

estados de maduracion.

Compuestos fenoles oxidados
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Figura 14. Cambio en la concentracién de los compuestos fendlicos oxidados en AOVEs
procedentes de olivas frescas y congeladas durante la maduracion.

La Figura 14 presenta la variacion de los compuestos fendlicos oxidados
durante la maduracion de los frutos. Se observé un decrecimiento de estos
compuestos fendlicos tanto en aceites de olivas frescas y congeladas. En el mes
de mayo se obtuvieron concentraciones de fenoles totales oxidados de 3,40 y
4.41 mg/kg de aceite en AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas,
respectivamente (Tabla 5). En general, los valores de fenoles oxidados fueron
mayores en olivas congeladas debido al dafio protoplasmatico provocado por la

formacion de los cristales de hielo y el contacto de la enzima PPO con sus
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sustratos de forma similar a lo ocurrido con la B-glucosidasa (Garcia-Vico y cols.,

2017).

La enzima polifenol oxidasa (PPO) se encuentra en el mesocarpio de la
oliva y es la principal enzima involucrada en la oxidacion de fenoles, asociada a
la maduracion y ruptura de tejidos. Otra enzima que participa del proceso
oxidativo es la peroxidasa (POX), que se encuentra preferentemente en las
semillas y actta en forma sinérgica con la PPO. El proceso de oxidacion ocurre
en dos tipos de reacciones, una es la hidroxilacion de mono-fenoles a orto-
difenoles por PPO vy la oxidacién de los orto-difenoles a quinonas mediante la
POX (Garcia-Rodriguez y cols., 2011). La POX se libera cuando comienza la
molienda, por lo tanto, actla después que la PPO (en olivas congeladas),

oxidando los orto-difenoles formados a quinonas.

Garcia-Rodriguez y cols., (2011) informaron que las tasas de oxidacion
mas altas se observaron para los compuestos secoridoides ortodifenélicos (3,4-
DHPEA-EDA), mientras que los compuestos monofendlicos (p-HPEA-EDA) casi
no se detect6 actividad. Por esta razon, hay un mayor contenido de fenoles
oxidados DO en aceites procedentes de olivas frescas y congeladas, como se

muestra en la Figura 14.
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5.2.2 Capacidad antioxidante hidrofilica (H-ORACFL)

El ensayo ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) mide la
capacidad de los antioxidantes de la muestra para proteger la sonda de
fluoresceina (FL) de la oxidacion provocada por radicales peroxilos, los cuales se
generan por descomposicion térmica del AAPH en un buffer fosfato acuoso. Los
antioxidantes reaccionan rompiendo la reaccion en cadena del radical mediante

la transferencia de atomos de hidrégeno (Ou y cols., 2001).

Enla Tabla 5y Figura 15 se presentan los resultados obtenidos del ensayo
ORAC (expresado en pmol de Equivalente Trolox (ET)) en las muestras de
aceites procedentes de olivas frescas y congeladas en cinco estados de

maduracion.

En la Figura 15 se observa que en el mes de mayo se obtuvieron valores
maximos de capacidad antioxidante de 12,5 y 11,6 umol ET/g de aceite, en
aceites de olivas frescas y congeladas, respectivamente. Ademas, se observo un
descenso significativo (p<0,05) de la capacidad antioxidante con el estado de
maduracién de las olivas (meses de cosecha) alcanzando un 56% de disminucién
en el estado mas tardio de maduracion, en ambos tipos de aceites. No se
observaron diferencias significativas (p>0,05) en la capacidad antioxidante entre
ambos tipos de aceites para el mismo tiempo de cosecha en la mayoria de los

meses (ver Tabla 5).
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Figura 15. Efecto de la helada y el tiempo de cosecha en la capacidad antioxidante hidrofilica
(ORAC) de los AOVEs.

Los aceites procedentes de olivas congeladas mostraron valores mas altos
entre junio y agosto, lo que podria estar relacionado con el contenido ligeramente
mas alto de fenoles totales y de algunos fenoles particulares como el 3,4-DHPEA-
EDA e hidroxitirosol; sin embargo, un estudio anterior revelé que cuando las
olivas se ven afectadas por las heladas en el arbol (con caidas de temperatura
lentas y continuas o abruptas), la cantidad de fenoles era menor en comparaciéon
con los aceites procedentes de olivas no afectadas por heladas (Romero y cols.,

2016).

La disminucion de la capacidad antioxidante se debe a que esta altamente
influenciada por la disminucion de la fraccion de fenoles hidrofilicos durante la
maduracion de las olivas (Ramos-Escudero y cols., 2015). Navajas-Porras y
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cols., (2020) reportaron una disminucion de la capacidad antioxidante de los

AOVEs de Manzanilla y Picual durante la maduracion de las olivas.

Se observo una relacion directa entre el contenido total de polifenoles y la
capacidad antioxidante (Anexo 6) considerando 24 mediciones (r>= 0,9699), lo
que indica que los compuestos fendlicos pueden actuar como eficaces
antioxidantes rompedores de cadenas de radicales libres. Ballus y cols., (2015)
informaron de una alta correlacion positiva y significativa entre el contenido

fendlico total y los resultados de ORAC (r?= 0,7431; p < 0,001).

5.2.3 Contenido de a-Tocoferol

Los tocoferoles son los principales antioxidantes lipofilicos en el aceite de
oliva y forman parte de la fraccion insaponificable del aceite, son solubles en
lipidos y se oxidan facilmente en presencia de luz, oxigeno, trazas de metales y
pH alcalino (Camacho y cols., 2013). Quimicamente, estan formados por un anillo
complejo cromano y una cadena lateral. Existen 8 vitameros que se dividen en 2
grupos: 4 tocoferoles y 4 tocotrienoles; la diferencia entre estos grupos es la
saturacion de la cadena lateral. Los vitdmeros se diferencian en el numero y
posicion de los grupos metilos del anillo cromano (a, B, y y 8). El a-tocoferol es el

vitamero que posee mayor actividad de vitamina E (Sayago y cols., 2007).

La Tabla 5y la Figura 16 presentan la evolucion de a-tocoferol en aceites

extraidos de olivas frescas y congeladas, a medida que los frutos maduran. Los

67



cromatogramas obtenidos del HPLC-FL mostraron trazas de Y'-tocoferol, por lo

que solo se cuantifico el contenido de a-tocoferol.
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Figura 16. Comportamiento del a-tocoferol en AOVEs procedentes de olivas frescas y
congeladas en diferentes estados de maduracion.

En la Figura 16 se observa que los aceites extraidos de olivas frescas
presentaron un rango de concentraciones entre 166 y 114 mg/kg de aceite entre
el mes de mayo (indice de maduracién 2-3) y el mes de septiembre (indice de
maduracion 5-7), con una disminucion de un 31%. Durante los cinco meses de
maduracion, los aceites de olivas congeladas presentaron un rango de
concentracion entre 123 y 99 mg/kg de aceite en este periodo, con una
disminucién de un 19%. La cantidad de a-tocoferol presente en el AOVE de olivas
frescas en la etapa mas temprana de maduracion, esta dentro del rango para la

variedad Arbequina de 18815 ppm presentado por Ramos-Escudero y cols.,
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(2015) y cercano al valor reportado por Caipo y cols., (2021) para AOVEs

extraidos de Arbequinas del Valle del Huasco.

La concentracion de a-tocoferol disminuye en los aceites procedentes de
olivas frescas y congeladas a medida que avanza el estado de maduracion del
fruto, tal como reportaron Beltran y cols., (2005) para la variedad Hojiblanca en
diferentes temporadas de estudio. Peres y cols., (2016) reportaron una
disminucion de a- tocoferol con el estado de maduracién en dos variedades

portuguesas de AOV.

El decrecimiento observado en la concentracion de tocoferoles se
relaciona inversamente con la tendencia al aumento del indice de peroéxidos,
debido a que los tocoferoles son los antioxidantes lipofilicos més importantes que
posee el aceite de oliva, ya que actian donando atomos de hidrogeno y
atrapando los radicales peroxilos de los acidos grasos que se propagan en
cadena. La estabilidad oxidativa del aceite de oliva durante el proceso de
autooxidacion (mecanismo de oxidacion) no esta solo correlacionada con los
fenoles polares, sino que la participacion de los tocoferoles es igual de importante

(Psomiadou y Tsimidou, 2002).

Al comparar los aceites producidos por olivas frescas y congeladas, la
mayor pérdida de a-tocoferol debida a la condicién de congelacion fue observada
en el mes de mayo con 26% de pérdida. En los meses restantes las pérdidas de

a-tocoferol fluctuaron entre 7 'y 17%. El estrés producido por la congelacion del
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fruto promoveria una serie de reacciones quimicas y enzimaticas, como por
ejemplo, la oxidacién de compuestos bioactivos, tales como: fenoles, acidos
grasos insaturados, pigmentos (Morellé y cols., 2003; Romero y cols., 2016),
entre otros. La mayor pérdida de tocoferoles en olivas dafiadas por la congelaciéon
durante las primeras etapas de maduracidon, podria ser consecuencia de la
pigmentaciéon verde de las olivas (clorofila). La clorofila es un pigmento
absorbente de luz y sus estados excitados son duraderos. El estado triplete de la
clorofila reacciona con oxigeno triplete (302) y da origen al oxigeno singlete (*Oz2)
gue es muy reactivo, produciendo una fotooxidacion temprana de los triglicéridos.
Los tocoferoles intervienen reaccionando con el *O2 para formar 8-hidroperoxi-
tocoferona y finalmente a-tocofeilquinona (Krieger-Liszkay y Trebst, 2006). J.-R.
Morell6 y cols., (2003) no observaron diferencias significativas (p>0,05) en el
contenido de a-tocoferol en AOV obtenidos de olivas cosechadas luego de las

heladas.

5.3 Determinacion de compuestos volatiles
Para cumplir con el segundo objetivo, también se cuantificaron y analizaron
compuestos volatiles presentes en AOVEs procedentes de olivas frescas y
congeladas.

Los compuestos volatiles son responsables del aroma en el AOVE y son
producidos principalmente por la oxidacion de &cidos grasos poliinsaturados.
Aquellos compuestos biosintetizados por la enzima enddgena lipoxigenasa
(LOX), estan asociados a la percepcion positiva del aroma; mientras que la
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oxidacion quimica y enzimas exdgenas (provenientes de actividad microbiana)
son responsables de aromas desagradables o defectos sensoriales (Morales y
cols., 2013).

En la cascada de la lipoxigenasa, la enzima LOX actla en los acidos
grasos linoleico (LA) y a-linolénico (LnA) produciendo 9-hidroperéxido y 13-
hidroperoxido, los cuales son catalizados por las enzimas hidroperoxido liasa
(HPL), alcohol deshidrogenasa (ADH) y alcohol aciltransferasa (AAT), para
convertirse principalmente en compuestos de seis &tomos de carbono (C6) como
aldehidos, cetonas, alcoholes y ésteres (Angerosa y cols., 2004). La
caracteristica principal de estos compuestos es su bajo peso molecular (menor a
300 Da), por lo que se vaporizan a temperatura ambiente (Angerosa, 2002). La
importancia de estudiar estos componentes minoritarios es que aun un pequefio
cambio en los compuestos volatiles puede tener un impacto importante desde el
punto de vista sensorial (Sanchez-Ortiz y cols., 2012).

Para estudiar la variacion del perfil de compuestos volatiles durante la
maduracion de frutos de Arbequina frescas y congeladas, se cuantificaron 23
compuestos volatiles, de los cuales 9 de ellos presentan defectos sensoriales
caracteristicos de heladas (Romero y cols., 2016). En el Anexo 4, se clasificaron
los compuestos volatiles segun sus grupos quimicos funcionales.

En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos de todos los
compuestos volatiles analizados en AOVE extraidos de olivas frescas y

congeladas en cinco meses de cosecha.
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Tabla 6.- Efectos de la maduracién y el congelamiento en el perfil de compuestos volatiles en el AOVE variedad Arbequina.

Meses de cosecha valor-P
mayo junio julio agosto septiembre Meses
gﬁgnlfg?f)ms volatiles O. frescas 0. cong. O. frescas O. cong. O. frescas 0. cong. O. frescas 0. cong. O. frescas O. cong. O. frescas | O. cong. Temperatura
Etanol 6,61 + 4,642 1,47 + 0,455 0,51 +0,03%° 0,81 +0,06"% 1,04 +£0,50"° | 3,04 +1,64%° | 2,46+0,41" | 3,77 +0,58%° 1,87 +0,30"° 2,78 +0,75"° 0,0001 0,0000 0,7388
Etil propionato 0,14 +0,02%¢ | 0,08+0,01% | 0,09+0,00°° | 0,08+0,00% | 0,08+0,01° | 0,08+0,01" | 0,08+0,01*° | 0,07+0,01"° | 0,07+0,00~ | 0,06+ 0,00%° 0,0000 0,0000 0,0000
Pentanal 0,09 +0,02%¢ | 0,08+0,01"% | 0,25+0,04*° | 0,17+0,08%° | 0,15+0,02° | 0,08 £ 0,018 | 0,12+0,02*¢ | 0,06+0,03% | 0,16+0,02° | 0,13 +0,07%° | 0,0000 0,0027 0,0000
4-Metil-2-pentanona 0,094 + 0,014 | 0,07+0,01% | 0,10+0,00°° | 0,06+0,00% | 0,09+0,01° | 0,04+0,01%° | 0,06+0,004 | 0,03+0,01%° | 0,05+0,00° | 0,04 +0,00%° 0,0000 0,0000 0,0000
Etil-2-metilbutirato 0,03+0,01%* | 0,02+0,00% | 0,02+0,01*° | 0,02+0,004 | 0,01+0,00~ | 0,02+0,01% | 0,02+0,01*° | 0,02+0,00 | 0,02+0,00° | 0,02+ 0,004 0,0000 0,5794 0,2057
Acetato de butilo 0,07+0,01%* | 0,04+0,01% | 0,06+0,004 | 0,05+0,00°° | 0,07+0,01% | 0,04+0,018¢ | 0,05+0,00°° | 0,03+0,00%° | 0,04+0,00° | 0,03+0,00% | 0,0000 0,0000 0,0000
Hexanal 4,28+0,38% | 4,49+0,24" | 6,98+0,16"° | 4,71+0,125%® | 6,19+0,31"° | 4,38+0,50% | 6,35+0,57° | 4,66+0,418%® | 7,21+0,89%° | 5,02 +0,34°° 0,0000 0,0300 0,0000
2-Metil-butan-1-ol 0,07 +£0,03*% | 0,03+0,00% | 0,05+0,01"% | 0,05+0,01"° | 0,05+0,004 | 0,06+0,01"° | 0,07 +0,024% | 0,05+0,00®° | 0,08+0,024° | 0,07 +0,014° 0,0310 0,0000 0,0015
3-Metil-butan-1-ol 0,18 +0,12"¢ | 0,04+0,01% | 0,04+0,01"° | 0,04+0,014% | 0,07 +0,01%¢ | 0,07 +0,022° | 0,11+0,10" | 0,06 +0,01*° | 0,12 +0,09" | 0,07 +0,014° 0,0129 0,0000 0,0003
E-2-Hexenal 6,43+0,98% | 6,42+0,47% | 11,07+0,40*° | 7,31+0,28% | 9,56+0,88° | 6,32+1,02%% | 9,58 +0,79° | 6,58 +0,695% | 9,38+0,94*° | 7,07+0,62%% | 0,0000 0,0651 0,0000
Octan-3-one 0,20 +0,01”* | 0,19+0,00%% | 0,19+0,00°° | 0,19+0,004 | 0,19+0,00° | 0,19+0,00% | 0,19+0,00°° | 0,19+0,00% | 0,200,004 | 0,19 + 0,005 0,0176 0,3638 0,0017
Octanal 0,056 + 0,014 | 0,09+0,0252 0,06 +0,00% | 0,05+ 0,01"° | 0,06+0,00 | 0,04+0,01% | 0,07+0,024® | 0,05+0,01%° | 0,06+0,01"* | 0,050,017 0,8182 0,0001 0,1082
E-2-heptenal 0,59 +0,29% | 0,53+0,02"2 | 0,66+0,16** | 0,65+ 0,13 | 0,91+0,15°° | 0,63+0,125® | 0,52 +0,11°* | 0,55+0,23*® | 0,51+0,174% | 0,74 +0,03%° 0,0067 0,1956 0,6383
Heptan-2-ol 2,28 +£0,35% | 0,96+ 0,528 | 3,90 +0,624° 3,38 £0,124° 4,49 + 0,69%° 0,62 + 0,775 3,79 0,85 | 0,59 + 0,815 2,05 + 0,622 1,62 + 0,814° 0,0000 0,0000 0,0000
Hexan-1-ol 5,29 + 0,914 3,94 + 0,155 5,07 £ 0,122 3,81+0,06%° | 4,72+0,71°% | 424 +0,23"° | 4,06 +0,47*° | 3,79 + 0,047 4,37 £ 0,43 | 4,00+ 0,284 0,0066 0,0056 0,0000
Nonanal 0,92+0,14% | 1,09+0,06% | 0,63+0,02*° | 0,61+ 0,06"° | 0,63+0,04*° | 0,56+0,02%° | 0,66+0,03*° | 0,65+0,014% | 0,69+0,04°° | 0,71+ 0,054 0,0000 0,0000 0,0000
E-2-nonenal 1,08 + 0,237 1,21 + 0,34 0,79 +0,09" 0,72 + 0,05%° 1,05 + 0,212 0,78 £ 0,14° 1,92 +0,83%° | 0,74 + 0,04% 1,10 + 0,252 1,07 £ 0,074° 0,0000 0,0000 0,3130
E-2-Hexen-1-ol 4,93 +0,19% 4,30 + 0,055 4,65 +0,16"° 4,34 +0,00%° 4,44 + 0,077 4,24 +0,03%° 4,33+0,05° | 4,19 +0,03% 4,30 + 0,04%¢ 4,27 +0,03% 0,0000 0,0000 0,0000
Acido acético 1,73 +£ 0,107 1,78 + 0,042 1,72 + 0,037 1,67 + 0,032 1,72+0,03% | 2,02+0,38%° | 2,68 +0,93*° | 2,10+ 0,15 2,72 £0,70"° | 1,85+ 0,088 0,0006 0,0012 0,0200
Acido propiénico 0,30 £0,02% | 0,29 0,014 | 0,34+0,02*° | 0,30 +£ 0,008 | 0,34+0,01° | 0,30+0,01%° | 0,34+0,03*° | 0,30+0,01%° | 0,30+0,03** | 0,28 +0,01* 0,0028 0,0085 0,0000
Octan-1-ol 0,41+0,00% | 0,41+0,004® | 0,41+0,01* | 0,41 +0,00%® | 0,44 +0,00°° | 0,41+0,00%° | 0,43+0,03*° | 0,40+0,00%% | 0,41+0,00° | 0,41+0,01% | 0,0004 0,2623 0,0000
Acido butirico 0,31+0,03* | 0,31+0,01%€ | 0,32+0,01* | 0,29+0,00%° | 0,46+0,03* | 0,32+0,01% | 0,44 +0,04*° | 0,30 £0,00%%® | 0,31+0,01% | 0,31+ 0,023 | 0,0000 0,0205 0,0000
Acido heptanoico 2,31+0,00°% | 2,27 £0,014% | 2,26 £0,01%% | 2,22+0,01%° | 2,36+0,08°° | 2,25+0,01% | 2,40 +0,02°° | 2,24+0,03%° | 2,28 +0,05** | 2,25+0,024* | 0,0020 0,0055 0,0000
Volatiles totales 38,4 2,2/ 30,1 + 1,705 40,2 + 2,8 31,9 + 2,08 39,1+2,5m 30,7 +1,8% 40,7 + 2,5 31,4 + 1,98 38,3 +2,5M 33,0 +1,9%° 0,1897 0,0535 0,0000

Nota: Los valores se expresan como la media + SD (n = 3). Letras mayusculas diferentes en la misma fila para cada mes indican diferencias significativas entre AOV de olivas frescas y
congeladas (p < 0,05; LSD Fisher). Letras mintsculas diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre aceites de diferentes etapas de maduraciéon (p < 0,05; LSD
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Fisher). Se comparan los aceites de aceitunas frescas y congeladas por separado. Se presenta el valor-P de temperatura para la comparacion entre olivas frescas y congeladas, y el
valor-P entre los meses de maduracién para ambas condiciones. Abreviaturas: O.frescas, Aceite de olivas frescas. O.cong, aceite de olivas congeladas.

73



A continuacion, la Figura 17 presenta la evolucion de los compuestos

volatiles en los AOVE con el estado de maduracion de las olivas frescas y

congeladas.
Compuestos volatiles totales
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Olivas frescas (25°C) —2— Olivas congeladas (—3°C)

Figura 17. Variacién de compuestos volatiles totales en AOVESs procedentes de olivas frescas y
congeladas, con la maduracién de las olivas.

En la Figura 17 se observa que las concentraciones iniciales de
compuestos volatiles en los AOVESs procedentes de olivas frescas y congeladas
fueron de 38,4 y 30,1 mg/kg de aceite, respectivamente. Estos valores son
inferiores a los informados por Caipo y cols., (2021). En la Tabla 6 y Figura 17
no se observan diferencias significativas (p>0,05) en el contenido total de
compuestos volatiles en AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas

durante maduracion de los frutos. Sin embargo, se observaron diferencias
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significativas (p<0,05) en el contenido total de compuestos volatiles al comparar

AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas.

Las enzimas LOX, HPL, ADH son responsables de la sintesis de los
compuestos C6 (como se menciond anteriormente), los cuales corresponden a
la fraccidbn mayoritaria del total de compuestos volétiles. Estas enzimas
disminuyen su actividad a bajas temperaturas (Garcia-Vico y cols., 2017), por lo
tanto, la ralentizacion de las enzimas durante las fases de malaxacion y molienda
en el proceso de extraccion de aceite de olivas congeladas explicaria que el
contenido total de compuestos volatiles sea inferior, principalmente debido a que
la actividad de LOX es un factor determinante en la sintesis de compuestos

volatiles durante la etapa de molienda (Sanchez-Ortiz y cols., 2012).

En la Figura 18 se compara el cambio de los compuestos volatiles mas
abundantes en el AOVE entre cinco estados de maduracién de olivas frescas y

congeladas.
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Compuestos volatiles mayoritarios en AOVE variedad
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Figura 18. Efecto de la helada y la maduracion sobre los compuestos volatiles

mayoritarios presentes en AOVE.

De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 18, se observa

que los AOVEs estudiados muestran un mayor contenido de compuestos

volatiles C6, tales como: (E)-2-hexenal, hexanal, hexanol y (E)-2-hexenol, siendo

el (E)-2-hexenal el compuesto mas abundante durante todos los meses de

estudiados y en ambos tipos de aceites. Estos compuestos provienen de la ruta

de la lipoxigenasa (como se mencion0 anteriormente) y son los mas importantes

reportados en aceites de oliva virgen (Angerosa, 2002). Las concentraciones

observadas para estos compuestos son mayores a las reportadas por Romero y

cols., (2016), para aceites procedentes de olivas de variedades Arbequina,

Arbosana y Koroneiki con grados de maduracion entre de 2 a 6.
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En la Figura 18 se observa durante los meses de cosecha un aumento en la
concentracion de aldehidos en AOVESs procedentes de olivas frescas, mostrando
un aumento en la concentracion de (E)-2-hexenal un 46% y de hexanal un 69%.
En los aceites extraidos de olivas congeladas el aumento de ambos compuestos
fue menor con un 10% y 12%, respectivamente. En la tabla 6 se observan
diferencias significativas (p<0,05) en los compuestos volatiles C6 de los AOVEs
procedentes de olivas frescas y congeladas. Esto se deberia a que la baja
temperatura durante la malaxaciéon (como ya fue comentado), provocaria
inactivacion de la enzima LOX y un moderado decrecimiento en la actividad de
HPL (Garcia-Vico y cols., 2017). La LOX mantiene su actividad maxima entre los

20°C y 40°C (Ridolfi y cols., 2002).

Los aldehidos alcanzan su valor maximo cuando la oliva cambia de verde
a purpura y luego decaen (Kalua y cols., 2007), por esta razén se observa un
aumento de concentracion hasta junio. La Tabla 6 muestra que contrario a lo que
ocurre con los aldehidos, los compuestos alcohélicos disminuyen levemente con
el estado de maduracion. En los AOVESs procedentes de olivas frescas entre los
meses de mayo y septiembre, se observé una disminucion del hexanol un 17%
y el (E)-2-hexenol un 12%, mientras que en AOVEs de olivas congeladas estos

compuestos variaron levemente.

En la Tabla 6, se observa que los alcoholes fueron menos afectados por

la temperatura que los aldehidos.
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Los aceites analizados presentaron un caracteristico aroma frutal similar
a manzana verde, conferido principalmente por los compuestos volatiles
mayoritarios mencionados, los cuales tienen umbrales de olor pequefios,
especialmente el (E)-2-hexenal cuyo umbral es de 0,42 mg/kg de aceite y sus

descriptores son: aroma verde, almendra amarga y frutal (Anexo 4).

Entre los compuestos volatiles mayoritarios no se encontraron

compuestos caracteristicos de la helada.

Los resultados de la variacion de compuestos volatiles de concentracion
intermedia presentes en AOVEs extraidos de olivas frescas y congeladas
durante el aumento de grado de maduracion de los frutos, se presentan en la

Figura 19.
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Compuestos volatiles de concentracion intermedia en B
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Figura 19. Variacion de compuestos volatiles intermedios en AOVEs procedentes de olivas
frescas (A) y congeladas (B), con la maduracion de las olivas. Los compuestos caracteristicos
de la helada se representan con una linea punteada.

En la Figura 19 se observa la presencia de tres compuestos
caracteristicos de la helada: 2-heptanol, acido acético y nonanal, entre los
compuestos volatiles de concentracion intermedia. Los valores de 2-heptanol
fueron mayores en AOVEs de olivas frescas durante todos los meses, siendo su

valor maximo 4,5 mg/kg de aceite en el mes de julio.

El (E)-2-nonenal y nonanal, son compuestos volatiles que dan cuenta del
estado de rancidez del aceite. Estos compuestos se producen durante la
autooxidacion de los aceites, por la descomposicion de los 9-hidroperéxidos de
los acidos linoleico y oleico, respectivamente. El (E)-2-nonenal fue sefalado
como un predictor de estados tempranos de oxidacion (Caipo y cols., 2021) y el

nonanal como un marcador de degradacion oxidativa del aceite (Vichi y cols.,
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2003). En la Figura 19 se observa que, en los aceites producidos por olivas
frescas y congeladas, ambos compuestos presentan baja concentracion (<2
ppm) aun en el estado de madurez mas avanzado, indicando que los aceites no
han sufrido procesos oxidativos importantes, como lo indican el indice de

peréxidos y K232.

El &cido acético y heptanoico variaron levemente durante el proceso de
maduracion, obteniendo valores similares en aceites procedentes de olivas

frescas y congeladas.

En la Tabla 6 se observa para el etanol que no hay diferencias
significativas entre los AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas
(p>0,05), sin embargo, los valores en los aceites procedentes de olivas
congeladas son ligeramente mayores, posiblemente porque las condiciones de
congelamiento (grado de humedad y temperatura) propiciaron el crecimiento de

levaduras (Angerosa, 2002) que fermentaron los azucares de la oliva.

Entre los compuestos volatiles caracteristicos de la helada de baja
concentracion se destacan el (E)-2-heptenal y pentanal, ya que los demas
compuestos tienen concentraciones inferiores a 0,1 ppm. La Figura 20, presenta

la evolucién de estos dos compuestos durante la maduracién de las olivas.
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Figura 20. Variacién de las concentraciones de (E)-2-heptenal y pentanal (valeraldehido) en
AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas durante la maduracion.

En los tres primeros meses de cosecha, el (E)-2-heptenal aumento
ligeramente su concentracion. No se observaron diferencias significativas entre
los AOVEs de olivas frescas y congeladas (p>0,05), como lo indica la Tabla 6.
Este compuesto volatil también estéa relacionado con los procesos oxidativos y a
la percepcion de rancidez (Angerosay cols., 2004). Contrario a lo que ocurre con
el (E)-2-heptenal, la concentracion de pentanal si presenta diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre los aceites procedentes de los
olivas frescas y congeladas (Figura 20 y Tabla 6). En estos compuestos volatiles
se observa que en la mayoria de los meses su contenido es superior en AOVEs
procedentes de olivas frescas, a pesar de ser compuestos caracteristicos de la

helada.
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Compuestos caracteristicos de la helada como: (E)-2-heptenal, etil
propionato, octanal, y etil-2-metilbutirato, se encontraron en concentraciones
mucho menores a los reportados por Romero y cols., (2017), especialmente en
el compuesto etil-2-metilbutirato, cuyo valor reportado es aproximadamente
8.000 veces mayor. En el estudio citado, extrajeron aceite de olivas afectadas
por heladas en el arbol durante la cosecha, por lo tanto, el hecho que en el
presente estudio las olivas hayan sido congeladas en condiciones menos

adversas, podria explicar la diferencia entre los resultados.

En la Tabla 6 se observa que otros compuestos volatiles minoritarios (de
concentracion inferior a 0,4 ppm), tales como: 1-octanol, acido butirico, acido
propionico, 3-octanona, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, acetato de butilo y
4-metil-2-pentanona, presentaron poca variacion entre los meses de cosecha y

el tipo de oliva usada para la extraccién de aceite.

5.4 Evaluacion sensorial

Para cumplir con el segundo objetivo, finalmente se realizé un andlisis
sensorial a los AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas de los meses
de mayo, julio y septiembre.

La Tabla 7 muestra los resultados obtenidos de la cata de aceites de oliva

realizado por un panel entrenado.
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Tabla 7. Andlisis sensorial de AOVEs procedentes de Arbequinas frescas y congeladas, en
diferentes estados de maduracion.

Muestras cosecha 2020 Intensidad Ereifr?((::;[gal

Mes de Condicion categoria Frutado CV  Amargo CV Picantet CV  Helada CV(%)
cosecha de la oliva (%) (%) (%)

mayo AMBIENTE VE 3,6 9,8 3,7 115 3,9 5 0 0
mayo FRIO V 3,5 6,9 2,6 26,7 34 12 1,2 41,9*
julio AMBIENTE VE 31 7 2,2 14,6 3,3 6,1 0 0
julio FRIO VE 2,8 16,7 15 27,6 19 24,6 0 0
septiembre  AMBIENTE VE 2,0 174 1,0 37,4 15 23,6 0 0
septiembre  FRIO VE 2,8 10,4 1,0 29,4 1,3 34,7 0 0

Los valores informados corresponden a la media (Me) de las respuestas sensoriales de los atributos. El criterio de
aceptacion corresponde a los valores de CV menos al 20%.

VE: categoria aceite de oliva VIRGEN EXTRA, indica que la mediana de los defectos es 0,0 y la mediana del atributo
frutado esta por encima de 0,0

V: categoria aceite de oliva VIRGEN, indica que la mediana de los defectos es superior a 0,0 pero no superiora 3,5y la
mediana del atributo frutado es superior a 0,0

* Valor superior al criterio de aceptacion, sin embargo, se informa, ya que lo que se esta analizando es si se presenta o
no defecto, aun cuando el panel no logra llegar a un consenso de intensidad de este.

En general las muestras de aceite de oliva analizados por el Panel de Cata
de la UTEM fueron descritas como aceites delicados (Me frutado < 3,0) y suaves
(Me amargo y picante < 2.0). A excepcion del tratamiento con fecha de cosecha
mas temprana (mayo) el cual se caracterizé segun los resultados presentados,
como un aceite medio (atributos sobre intensidad 3) relacionado con un frutado
verde aportando sensaciones olfativas propias del aceite que recuerda a la fruta
sanay en una condicion de cosecha mas temprana. Sin embargo, la muestra de
aceite procedente de olivas congeladas de la cosecha del mes de mayo, si bien
en cuanto a sus atributos se describe como un aceite medio, este presenta un
defecto perceptible por el grupo entrenado, asociado al flavor caracteristico de

los aceites extraidos de aceitunas que han sido dafiadas por las heladas
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mientras estaban en el arbol, por lo tanto, se clasifico como AOV segun la Norma

COlI (Anexo 1).

Adicionalmente, las muestras fueron presentadas a los panelistas bajo la
“prueba de comparacion por parejas”, para determinar si existe una diferencia
sensorial perceptible o una similitud entre las muestras de dos productos en lo
que se refiere a la intensidad de un atributo o defecto sensorial en este caso.
Bajo este criterio, del conjunto de pares estudiados en forma integral, presentan
diferencias significativas (p<0,05) entre los aceites procedentes de olivas frescas
y congeladas en los meses de mayo y septiembre. Por lo que segun la prueba
aplicada estos tratamientos fueron determinados por los panelistas como

muestras diferentes.

Se observa en la Tabla 7 una disminucién en la mediana de la respuesta
de los atributos sensoriales “Amargo” y “Picante” con el tiempo de cosecha,
puesto que estan relacionados a la presencia de los fenoles oleuropeina y
ligustrésido, respectivamente. Esta disminucion se explica con el descenso de
estos compuestos fenolicos durante la maduracion. A diferencia de los
descriptores mencionados, al estar asociado a los compuestos volatiles, los
valores de la mediana de la respuesta del descriptor “Frutado” disminuyen
lentamente, ya que como se mencioné anteriormente, el (E)-2-hexenal (umbral
es de 0,42 mg/kg de aceite) es el compuesto volatil mayoritario, y le otorga al

aceite notas frutales y a manzana verde (Anexo 4). Este compuesto y los demas
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volatiles C6 permanecieron altos en el estado mas tardio de maduracion y sus

concentraciones en AOVEs de olivas congeladas fueron menores.

5.5 Caracterizacion Multivariante de las muestras
Para conocer las correlaciones presentes entre las variables estudiadas,
se construyd un modelo de analisis de componentes principales (PCA) con 42
variables (parametros de calidad y compuestos quimicos presentes en los AOV).
La técnica del PCA se utiliza cuando el conjunto de datos multivariados
analizados es muy grande y altamente correlacionado, de esta manera se reduce
su dimensionalidad, es decir, proporciona los medios para resumir los datos y
extraer informacion sobre las diferencias individuales (Kherif y Latypova, 2020).
La Figura 21 muestra las puntuaciones y los diagramas de carga para F1

y F2.
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Figura 21. Resultados del analisis de componentes principales (PCA). Se muestran las
puntuaciones (A) y los graficos de carga (B), y los aceites de oliva virgenes extraidos de olivas
frescas en color verde y congeladas en color azul

Los resultados apuntaron a que el 80,2% de la varianza total fue explicada
con 5 factores teniendo una varianza de 35,2% (F1), 19,1% (F2), 12,9% (F3),
7,03% (F4) y 5,9% (F5). En la Figura 21 se muestra las puntuaciones y los

diagramas de carga para F1 y F2. En las puntuaciones (A) se observa en el factor
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2 una separacion en los aceites procedentes de olivas frescas y congeladas. Al
superponer los hiperplanos A y B, se puede ver la relacion que existe entre las
variables. Los aceites de olivas frescas estan relacionados directamente con las
variables de los cuadrantes superiores. Al comparar las puntuaciones y grafico
de carga, es posible observar la influencia de los compuestos fendlicos en los
aceites procedentes de olivas frescas en el mes de mayo, cuando la maduracién
es temprana y la influencia de los compuestos volatiles en el mes de julio. En el
estado mas avanzado de maduracién, el indice de peroxidos es el factor que

mas contribuye.

Teniendo en cuenta las diferencias en las caracteristicas de composicion
y calidad entre los aceites de olivas frescas y congeladas durante la maduracion,
se aplico el analisis de discriminacion de minimos cuadrados parciales (Partial
Least Squares Discriminant Analysis o PLS-DA). La Figura 22 muestra los
resultados de este analisis. El modelo PLS-DA retuvo 4 factores, explicando el
94,4% (R?Y) de la varianza (discriminaciéon entre los dos grupos) y una
validez/reproducibilidad del 90,1% (Q?). Este modelo establece una correlacion
entre un bloque X de variables independientes y un bloque Y de variables
dependientes. Los datos X e Y se descomponen concomitantemente con el
objetivo de explicar la mayor parte de la varianza en ambos bloques y, al mismo

tiempo, maximizar la discriminacién entre clases (Kubota y cols., 2022).
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Figura 22. Resultados del analisis de discriminacion de minimos cuadrados parciales (PLS-DA)
realizado sobre las variables seleccionadas para clasificar los AOVEs procedentes de olivas
frescas y congeladas (A) y el grafico de cargas correspondiente (B).

En el PLS-DA (Figura 22.A) se observa en el factor 1 una separacion clara

entre los grupos segun el tipo de oliva usada para la extraccion del aceite (fresca

y congelada). También permitié observar una evolucion durante la maduracién

mediante el factor 2. En el diagrama de carga de la Figura 22.B, mostré también

88



la contribucién de los compuestos fendlicos y volatiles en los aceites procedentes
de olivas frescas, pero su relacion con la maduracién no fue tan clara como en
el caso del PCA (Figura 21). También se observoé que junto al indice de peroxidos
el compuesto fendlico 3,4-DHPEA-EDA tiene influencia clara en los AOVEs

procedentes de olivas congeladas.

5.6 Comportamiento de la glucosa durante la maduracion

Para cumplir con el dltimo objetivo, se realiz6 una determinacion de
azucares presentes en la pulpa de las olivas, pero debido a la complejidad de la

matriz alimentaria, solo se logro identificar glucosa.

Los azucares son los principales componentes solubles en el tejido de las
olivas y su rol es proveer energia para los cambios metabdlicos y como fuente
de atomos de carbono para la biosintesis de otros compuestos (Marsilio y cols.,
2001). En la Figura 23 se presenta el comportamiento de la glucosa frente a la

maduracioén de las olivas.

En las olivas variedad Arbequina estudiadas se encontro
aproximadamente un 0,85% de glucosa (en b.s) en la pulpa. La Figura 23
muestra descenso en la concentracion de glucosa durante los cinco meses de
cosecha. La disminucion de glucosa se debe a que es metabolizada a acetil-CoA
para luego entrar en el proceso de sintesis de acidos grasos (Marsilio y cols.,

2001).
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Figura 23. Comportamiento del contenido de glucosa en pasta de olivas variedad Arbequina
durante la maduracion.

La disminucién de glucosa es leve durante los tres primeros meses, lo
cual podria deberse a la etapa temprana de madurez (envero, como muestra la
Tabla 1), posteriormente, el desarrollo del fruto continda con la etapa de
expansién celular y desarrollo del mesocarpio, donde se produce una ganancia
de peso producto de la acumulacioén intensa de aceite. En este periodo las olivas

comienzan a perder compuestos fendlicos y azucares (Conde y cols., 2008).

En la Figura 24 se presenta el porcentaje de aceite en olivas variedad
Arbequina durante la maduracion. Este resultado esta expresado en base seca

(b.s) y los datos fueron proporcionados por el INIA.
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Figura 24. Acumulacion de aceite en la oliva durante el proceso de maduracion.

En la Figura 24 se observé que a medida que avanza el estado de
maduracion de las olivas el rendimiento graso se incrementa. El valor maximo se

obtuvo en agosto con un valor de 53% de aceite es b.s.

Se realizé6 una comparacion entre la cantidad de aceite y glucosa
presentes en la pulpa de oliva para ver si estos dos factores se correlacionan,

los resultados se muestran en la Figura 25, para un total de 9 mediciones.
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Figura 25. Relacion entre la glucosa (%) y el rendimiento graso (%), entre los meses de mayo,
julio y septiembre.

En la Figura 25, se observa que existe una correlacién negativa entre el
decaimiento en la cantidad de glucosa y en el incremento en el contenido de
aceite en las olivas durante el proceso de maduracion. Esta correlacion se
explica considerando que los azucares son precursores en la biosintesis de

acidos grasos (Brescia y cols., 2007).
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VI. CONCLUSIONES

1. Las muestras analizadas de aceites procedentes de olivas frescas y
congeladas presentaron valores menores en los parametros de calidad a
los exigidos por la Norma COI/T.15/NC No 3 (2022), por lo tanto, se
clasificaron como AOVE. Se observd que el aceite extraido de olivas
congeladas es de calidad similar al aceite producido por olivas frescas
debido a que los parametros de congelacion no fueron agresivos (-3°C
por 12 horas). El andlisis sensorial mostré diferencias entre los aceites de
olivas frescas y congeladas.

2. La maduracion y condiciones suaves de congelacion tuvieron efectos
claros sobre los tocoferoles y compuestos fendlicos, afectando
principalmente a los secoiridoides derivados de la oleuropeina, los cuales
mostraron mayor concentracién en los aceites procedentes de olivas
congeladas.

3. Se observé que la congelacion de las olivas redujo el contenido de
compuestos volatiles presentes en el aceite; pero no se observaron
diferencias significativas (p>0,05) con el avance del estado de maduracién
en los AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas. No se
observaron diferencias significativas en los compuestos caracteristicos de
la helada al comparar ambos tipos de aceites.

4. Los andlisis PCA y PLS-DA mostraron una distincion clara entre AOVEs

de olivas frescas y congeladas, lo cual indica que la congelacion afecta
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las reacciones bioquimicas que se producen en las olivas. También se
observaron diferencias entre los estados de maduracion. Por lo tanto, se
corrobora lo planteado en la hipétesis.

Se concluye que las heladas y la maduraciéon son factores importantes
para considerar durante el cultivo y la cosecha, ya que adn una
temperatura de congelacién suave de -3°C en la oliva, mostr6 tener
efectos sobre los parametros estudiados.

Finalmente, se cuantifico la cantidad de glucosa en la pulpa de la oliva y
se encontré una correlacion negativa con el rendimiento de aceite durante

el proceso de maduracion del fruto.
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VIll.  Anexo

Anexo 1. Criterios de calidad para el aceite de oliva segin norma comercial COIl/T.15/NC
N°3/Rev. 18, junio 2022.

Aceite de . Aceite de oliva  Aceite deoliva  Aceite de .
. : Aceite de - - - Aceite de
oliva virgen A oo virgen virgen oliva A
oliva virgen : " . oliva
extra corriente lampante refinado
Caracteristicas
organolépticas
Olor y sabor aceptable bueno
Olor y sabor (sobre una
escala continua)
mediana del defecto Me=0 0<Me<3,5 3,5<Me<6,00** Me>6,0
mediana del frutado Me>0 Me>0
. claro,
amarillo -
color claro amarillo a
verde
aspecto a 20°C durante 24 - .
horas limpio limpio
Acidez libre
o .
/cm/m expresada como &cido <08 <0 <33 >3,3 <0,3 <1,0
oleico
Indice de peroxidos
en meqg. de oxigeno de los L
peréxidos por kg de aceite <20 <20 <20 no limitado <5 <15
Absorbancia en UV (K1%,
270 nm (ciclohexano) <0.22 <0,25 <0,30%** <1,10 <0,9
AK <0,01 <0,01 <0,01 <0,16 0,15
232 nm* <2,50** <2,60**

* Esta determinacién esta destinada a ser aplicada Unicamente por los socios comerciales y con
caracter facultativo.

** |_os socios comerciales del pais en que se venda al por menor podran exigir que se respeten
estos limites cuando el aceite se ponga a disposicion del consumidor final.

(Consejo Oleicola Internacional, 2013)
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Anexo 2. Esquema clasico de una almazara para la elaboracion de aceite de oliva virgen.

®
©)] ® TOLVA
MOLIND @ LAVADDRA ENTRADA 2

AGUA RED

TALCO AGUAS DE AGUA CALIENTE
W— | LAVADD
BATIDORA ® DECANTER
|
m { B ACEITE
—&
J @ o] | =0 e
CENTRIFUGA
AVERTICAL
Q ®
ALPEORUJD

AGUAS DE

AGUA RED CENTRIFUGA

CALDERA

(Cano Marchal y cols., 2011)
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Anexo 3. Identificacion de compuestos fendlicos presentes en aceite de oliva variedad
arbequina, por HPLC.

Longitud de
Compuestos fendlicos TR (min)

onda (1)

235 nm PHPA (estandar interno) 12.7
Acido elendlico 25.8

280 nm Hidroxitirosol 9.6
PHPA (estandar interno) 12.7
Tirosol 13.4
Acido vainillico 18.8
Decarboximetil aglicona de oleuropeina dialdehidica 31.1
Decarboximetil aglicona de oleuropeina dialdehidica oxidada 32.2
Aglicona de oleuropeina dialdehidica 34.7
Decarboximetil aglicona del ligustrésido dialdehidico 37.0
Decarboximetil aglicona de ligustrésido dialdehidica oxidada 37.6
Pinoresinol 38.9
Aglicona de ligustrésido dialdehidica 43.6
Aglicona de la oleuropeina aldehidica e hidroxilica 47.6

335nm Acido orto-cumarico (estandar interno) 29.8
Luteolina 47.2
Apigenina 52.2
Metil-luteolina 53.5
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Anexo 4. Atributos sensoriales y umbral de olor en compuestos volatiles identificados en aceites

de oliva virgen extra.

Umbral de olor

Compuestos volatiles (mg/kg de aceite) Atributo sensorial Referencia

Alcoholes

e  Etanol 30,0 Alcohol y dulce (Romero y cols., 2017)

e 2-Metil-1-butanol 0,48 Vinoso y picante (Morales y cols., 2005)

e 3-Metil-1-butanol 0,10 Quemado y malta (Romero y cols., 2017)

. 2-Heptanol* 0,01 Terroso y hongo (IRomero y cols., 2017)

e  1-Hexanol 0,40 Frutal, dulce y fresco (Romero y cols., 2017)

e E-2-Hexenol 5,00 Grasa verde y hojas (Kaluay cols., 2007)

. 1-Octanol 0,48 Verde, mohoso, dulce y ceroso (Turay cols., 2008)
Aldehidos

e  Pentanal (valeraldehido)* 0,24 Madera, aceitoso y almendra (Romero y cols., 2017)

e  Hexanal 0,08 Verde, manzana verde y aceite (Romero y cols., 2017)

. E-2-hexenal 0,42 Verde, almendra amarga y frutal (Romero y cols., 2017)

. Octanal* 0,32 Grasoso y jabonoso (Romero y cols., 2017)

e  E-2-heptenal* 5,00x10°3 Dulce, grasoso y madera (Romero y cols., 2017)

e  Nonanal* 0,15 Grasoso y pungente (Romero y cols., 2017)

. E-2-nonenal 0,90 Papel y grasoso (Kalua y cols., 2007)
Esteres

e Etil propionato* 0,10 Fresa, frutal y dulce (Romero y cols., 2017)

. Etil-2-metilbutirato* 0,72x10°® Fresa y manzana verde (Romero y cols., 2017)

e  Acetato de butilo 0,30 Verde, frutal y pungente (Kaluay cols., 2007)

e Etil butanoato* 0,03 Dulce y frutal (Kaluay cols., 2007)
Cetonas

e 4-metil-2-pentanona 0,30 Fresay frutal (Romero y cols., 2017)

e  3-octanona 0,32 Grasoso Yy jabonoso (Romero y cols., 2017)
Acidos

e Acido acético* 0,50 Vinagre, agrio y picante (Romero y cols., 2017)

e Acido propiénico 0,72 Desagradable y agrio (Romero y cols., 2017)

e Acido butirico 0,65 Queso, desagradable y rancio (Romero y cols., 2017)

e Acido heptanoico 0,10 Rancio y grasoso (Kaluay cols., 2007)

*Compuestos caracteristicos de la helada.
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Anexo 5.- Accidén de la B-glucosidasa en el metabolismo de compuestos fendlicos en olivas.

PRECURSORS CATABOLITES

HO._O
HOOT COOMe \r COOMe
\;@ p-glucosidase 0%@
e Me
Dieoside-11 methyl ester Elenolic acid
l Glucosylation Iﬂ‘glnmldan
GIDWT Ve
\5-5
Gl
7-p-1-Dglucopyranosyl Oleoside-11-methyl ester

11 methyl oleoside
Esterification with tyrosol

ecas
:@/VOEE;:“ Hydroxylation of

esterase

tyrosol molety
S —_

OGk

Ligstroside

R:@/\’OTO COOMs  Aidehydicforms R
HOY 34-DHPEAEA  OH

o 0 p-HPEA-EA H
Me
Oleuropein (R = OH) and
Ligstroside (R = H) aglycons
R. o o
| = \f Dialdehydic forms R
Ho Ve Y 34DHPEAEDA  OH
=._o p-HPEA-EDA H

Reacciones enzimaticas en los frutos del olivo que implican B-glucosidasa y esterasas en la
formacién de derivados de la oleuropeina. Este mecanismo fue propuesto por Gutiérrez-

Rosales y cols., (2010) para las variedades Hojiblanca y Arbequina cvs.
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Anexo 6.- Correlacion positiva entre compuestos fendlicos totales y la capacidad antioxidante
hidrofilica durante la maduracién.

Correcacion entre Comp. Fendlicos totales y ensayo ORAC
£ 14
8
8 12 %
2 y=00222x+26631 e
w10 RE=09699 e
S et
Ee e ®
= .o
§ 6 o >
= @
£ 4
k=]
€ 2
g
g0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Fenoles totales (mg/kg de aceite)

Se consideraron los valores obtenidos de AOVEs procedentes de olivas frescas y congeladas.
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