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El frutado es una de las caracteristicas organolépticas mas apreciadas de los
aceites de oliva virgen extra (AOVEs), que se clasifican en funcién de la intensidad
y tipologia del frutado. En este estudio, determinamos los principales volatiles C; y
Cs formados a través de la via de la lipoxigenasa (LOX) en 200 AOVEs producidos
en dos campaias agronémicas. Los resultados obtenidos mediante analisis
quimico se correlacionaron con el perfil de frutado determinado mediante el
Panel Test. Mediante herramientas de analisis multivariante se identificé que
reacciones enzimaticas permiten establecer diferencias en la intensidad y tipo de
frutado en funcién de la concentracién de volatiles C; y C.. Asi, la intensidad del
frutado se explicé especialmente por la conversion de 3-hexenal a 2-hexenol y 3-
hexenol, mientras que el tipo de frutado estuvo condicionado por las tres rutas de
la via LOX que conducen a la formacién de volatiles C; y C..

Introducciéon

El aceite de oliva virgen extra (AOVE) es muy apreciado gastronémicamente por sus
excelentes propiedades organolépticas y saludables. Los beneficios nutricionales del
AOVE se atribuyen principalmente a un alto contenido en acidos grasos
monoinsaturados (MUFAs), predominantemente acido oleico. Sin embargo, estos
beneficios también estan relacionados con una fraccién minoritaria caracterizada por
una amplia diversidad quimica que incluye fenoles, escualeno, fitoesteroles,
carotenoides, acidos terpénicos, pigmentos, tocoferoles y volatiles [1,2,3].
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Las propiedades organolépticas estan especialmente asociadas a la presencia de dos
familias de compuestos, fenoles y volatiles. Los compuestos fendlicos son los
responsables de las notas sensoriales de amargor y picor de ciertos AOVEs [4,5],
mientras que los volatiles, con especial énfasis en aldehidos, alcoholes, cetonas, ésteres,
furanos e hidrocarburos, se asocian al aroma. Numerosos estudios han caracterizado
la fraccién volatil de los AOVE. Un ejemplo representativo es la investigacion realizada
por Garcia-Vico et al., en la cual evaluaron la variabilidad del perfil volatil de AOVEs de
un conjunto de 36 variedades de olivo que representaban una amplia diversidad
genética [6]. En un estudio reciente, Tomé-Rodriguez et al. analizaron el perfil volatil de
AOVEs obtenidos en dos temporadas consecutivas para evaluar la influencia de la
variedad y la variabilidad interanual. La variedad se identific6 como la principal fuente
de variabilidad y los volatiles Co/Cspermitieron discriminar las variedades en dos
clusteres (Cluster 1: ‘Arbequina’, ‘Coratina’ y ‘Frantoio’; Cluster 2: ‘Cornicabra’,
‘Hojiblanca’, ‘Picual’ y ‘Picuda’) [7].

El Panel Test es el método oficial para la clasificacién de los aceites de oliva virgenes
(AOV) segun sus caracteristicas organolépticas (defectos y atributos positivos). Esta
evaluacién la lleva a cabo un grupo de catadores debidamente formados segun lo
establecido por el Consejo Oleicola Internacional [8] y descrito en el Reglamento (UE) n°
2016/1227 de la Comision Europea de 27 de julio de 2016 [9]. A pesar del aceptable
rendimiento atribuido al Panel Test, este método no proporciona informacién sobre los
patrones quimicos asociados a los principales atributos. Por este motivo, existe una
demanda de estrategias analiticas que permitan dilucidar la complejidad de las notas
sensoriales del AOVE y los volatiles responsables de las caracteristicas tanto positivas
como negativas.

El frutado es uno de los principales atributos que permite clasificar los AOVEs teniendo
en cuenta criterios de intensidad y complejidad. Varios estudios han asociado las notas
verdes y el caracter frutado de los aceites de oliva a los volatiles C; y Cs, formados por la
degradacion de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) a través de una serie de
reacciones enzimaticas denominada via de la lipoxigenasa (LOX) que tiene lugar durante
el proceso de extraccion del aceite [10,11,12]. Texeira et al. (2020) realizaron una



clasificaciéon de muestras de AOVE en funcion de la intensidad del frutado mediante la
aplicacion de una nariz electrénica, que permitié diferenciar los AOVEs en frutado
maduro, frutado verde ligero, medio o intenso [13]. Ademas, da Costaet al.
caracterizaron el perfil volatil de 19 muestras de AOVE de Campanha Gauchay Serra da
Mantiqueira y encontraron una correlacién de volatiles C;y Cscon notas verdes,
maduras y frutadas [14]. La principal limitacién de estos estudios fue el reducido
numero de muestras utilizadas para explicar las correlaciones observadas. Ademas, la
variabilidad en la composicién de los AOVEs se restringio a un area geografica limitada.
Con estas premisas, existe una demanda de estudios que permitan correlacionar los
atributos asociados al frutado con los cambios metabdlicos que ocurren en la via LOXYy,
en particular, con los volatiles dominantes Csy Cs. Por ello, en el presente estudio se
analizaron 200 muestras de AOVE para determinar los volatiles Cs y Cs formados en la
ruta LOX con los siguientes objetivos: (i) encontrar patrones de correlacion entre los
componentes volatiles y los atributos de frutado, para buscar una estrategia de
clasificacion preliminar con un grupo de muestras de AOVE producidas en dos
campafas agronomicas consecutivas; (ii) identificar los perfiles volatiles representativos
de frutado intenso frente al medio; y (iii) discriminar los perfiles volatiles representativos
del frutado verde frente al maduro. Las clasificaciones organolépticas se apoyaron en el
analisis de las muestras por el Panel Test con la participacion de veinticinco catadores
profesionales.

Materiales y métodos
Muestras y patrones quimicos

Se analizaron por triplicado un total de 200 AOVEs de diferentes variedades
(monovarietales o mezclas), procedencias geograficas y régimen de cultivo (ecolégicos
0 no). Las muestras fueron proporcionadas por el comité organizador de la Guia de los
100 mejores AOVEs del mundo de EVOOLEUM (Mercacei y AEMO, Espafa).
Concretamente, correspondieron al top 100 de AOVEs incluidos en las Guias Ediciéon
2018 y 2019, que contienen informacion sobre los AOVEs producidos en las campafas
agrondmicas 2017/2018 y 2018/2019, respectivamente.

Los estandares comerciales trans-2-hexen-1-ol (pureza del 96 %), cis-3-hexen-1-ol
(pureza del 98 %), 1-penten-3-ol (pureza del 99 %), 1- penten-3-ona (pureza del 97 %),
hexanol (pureza > 99 %), cis-3-hexenal (patrén analitico), trans-2-pentenal (patrén
analitico), hexanal (pureza del 98 %) y trans- 2-hexenal (pureza del 98%) se adquirieron
en Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania). Estos volatiles se pueden identificar en la
Figura 1 que muestra la via de la LOX.
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Figura 1. Via de la lipoxigenasa para la formacion de voldtiles Cs-Cs en aceites de oliva.
Aparatos e instrumentos

Los compuestos volatiles se midieron en muestras de AOVE mediante HS-GC-TOF/MS.
Para ello, los volatiles del AOVE se extrajeron con un automuestreador automatico de
alta precision Agilent 7694A (Waldbronm, Alemania) y se determinaron mediante un
cromatografo de gases (Agilent 7890B) acoplado a un espectrometro de masas de
cuadrupolo hibrido de tiempo de vuelo (QTOF) (Agilent 7200) en modo de alta resolucion
y equipado con una fuente de impacto de electrones. La separacion cromatografica de
los volatiles se llev6 a cabo utilizando una columna capilar de silice fundida HP-5MS Ul
(30 m x 0.25 mm de didmetro interno, 0.25 pm de espesor de pelicula, Agilent).

Analisis sensorial

La evaluacién organoléptica de las muestras de AOVE fue realizada por un grupo de
veinticinco catadores. Cada muestra de AOVE fue evaluada por cinco catadores
siguiendo las recomendaciones del Consejo Oleicola Internacional [8]. Los 20 mejores
AOVE de cada edicion fueron evaluados por todos los catadores. Las muestras de AOVE
se calificaron cuantitativamente en términos de intensidad y complejidad del frutado.
En las dos ediciones, los 100 mejores AOVEs se puntuaron con un minimo de 26 puntos
sobre 30 en intensidad y un minimo de 16 puntos sobre 20 en complejidad frutal. A
continuacion, los AOVEs se categorizaron cualitativamente segin ambos atributos. Asi,
los AOVE se clasificaron en ‘Muy intenso’, ‘Intenso’ y ‘Medio’, mientras que el tipo de
frutado se clasific6 en ‘Verde', Verde con notas maduras’y ‘Maduro'.

Resultados y discusion
Discriminacion de AOVEs por caracteristicas organolépticas segun la via LOX

En este estudio se consideraron un total de 9 volatiles formados en la via LOX. Se
detectaron en todas las muestras tras la confirmacion mediante el andlisis de
disoluciones estandar en metanol. Los AOVEs se agruparon en tres cllsteres teniendo
en cuenta la clasificacion asignada por el Panel Test. Concretamente, se clasificaron por
intensidad de frutado en ‘Muy intenso’ (n = 24), ‘Intenso’ (n = 117) y ‘Medio’ (n = 37). Por
otro lado, los AOVEs también se clasificaron segun el tipo de frutado en ‘Verde’' (n=117),
‘Verde con notas maduras’ (n = 22) y ‘Maduro’ (n = 53). La Figura 2 muestra los graficos
de analisis de componentes principales (PCA) de los AOVEs identificados segun ambas



clasificaciones, para explicar la variabilidad en cuanto a la concentracién de volatiles. Se
observo una clara separacion entre los AOVEs ‘Muy intensos’ y ‘Medios’, mientras que
los AOVEs ‘Intensos’ se distribuyeron en el espacio entre ambos grupos (Figura 2A). Un
comportamiento similar ocurrié con el tipo de frutado, ya que los AOVEs ‘Verde' y
‘Maduro’ estaban bien separados en dos grupos, mientras que los aceites etiquetados
como ‘Verde con notas maduradas’ aparecian dispersos a lo largo del grafico (Figura 2B).
El PCA explico el 80.4 % de la variabilidad total (PC1 = 44.8 %, PC2=17.9%y PC3=17.7
%). Asi, los volatiles Cs y Cs formados a partir de los acidos linolénico y linoleico podrian
explicar la variabilidad asociada al frutado considerando el grado de intensidad y el tipo
de frutado.
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Figura 2. Grdficos PCA para (A) intensidad y (B) tipo de frutado.
Contribucion de los volatiles C:; y C; a explicar el frutado

Una vez observada la contribucion de los volatiles Csy C¢para explicar el caracter
frutado de los AOVEs, se llevé a cabo un analisis Random Forest para identificar aquellos
volatiles con mayor capacidad para discriminar los atributos del frutado (Figura 3). Tanto
para la intensidad como para el tipo de frutado, el 1-penten-3-ol y el 2-hexenol fueron
los volatiles con mayor capacidad discriminante. Asimismo, el 1-penten-3-ona y el
hexanal contribuyeron a separar los tres clUsteres por intensidad de frutado, mientras
que el 2-hexenal y el hexanol lo hicieron para la tipologia.
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Figura 3. Andlisis Random Forest para (A) intensidad y (B) tipo de frutado.

Complementariamente, se aplicé un analisis de mapa de calor para examinar el efecto
de agrupamiento asociado a la abundancia relativa de volatiles detectados (Figura 4).
Asi, 1-penten-3-ona, hexanol, 2-hexenal y 2-hexenol se encontraron en mayor
concentraciéon en los AOVEs con un frutado de intensidad ‘Media’, mientras que hexanal,
3-hexenol, 1-penten-3-ol, 2-pentenal y 3-hexenal estaban mas concentrados en los
AOVEs ‘Muy intensos’. Por otro lado, el frutado ‘Maduro’ se asocié con una alta
abundancia de 3-hexenal, 2-hexenal y 2-hexenol, mientras que la nota ‘Verde’ se ajusto
a una mayor concentracién de 2-pentanal y 1-penten-3-ol. El frutado ‘Verde con notas
maduras’ estuvo marcado por un predominio de 1-penten-3-ona, hexanal y hexanol.
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Figura 4. Mapa de calor de las tendencias en cuanto a la concentracion relativa de los voldtiles derivados de
la LOX para (A) intensidad y (B) tipo de frutado.

Estas asociaciones permitieron establecer diversas conexiones entre los volatiles
formados en la via LOX y los dos atributos. Asi, el hexanal, que es el precursor del
hexanol, se detectd6 a mas concentracion en el frutado ‘Muy intenso’, mientras que el
alcohol C; presentdé mas abundancia en intensidad ‘Media’. De manera similar, el 2-
hexenoly el 2-hexenal estaban mas concentrados en la intensidad ‘Media’, mientras que
la concentracion del precursor 3-hexenal fue mas alta en el frutado ‘Muy intenso’. En
cuanto al tipo de frutado, el alcohol Csy el aldehido, que se forman por oxidacién
enzimatica del acido linolénico a través del radical 13-alcoxi, presentaron una mayor
concentracién en el frutado ‘Verde', mientras que la abundancia de volatiles
Cs producidos a partir del acido linolénico a través del 13-hidroperoxido con la actividad
enzimatica de hidroperoxido liasa e isomerasa fue mayor para el frutado ‘Maduro'.

Asociaciones entre ratios metabélicos y los atributos del frutado

Las asociaciones entre volatiles y frutado evidenciaron la influencia de conexiones
metabdlicas entre los compuestos C¢y Csformados en la via LOX. Estudiamos estas
conexiones a través de la evaluacion de siete indicadores obtenidos a partir de



concentraciones relativas de precursores y productos volatiles. Estos ratios representan
la actividad de las principales enzimas implicadas en la via LOX, en particular: V1
(hexanol/hexanal), que representa la actividad del alcohol deshidrogenasa (ADH) en la
via LOX con acido linoleico como sustrato; V2 (2-hexenal/3-hexenal), marcador de la
actividad isomerasa con acido linolénico como sustrato; V3 (2-hexenol/2-hexenal) y V4
(3-hexenol/3-hexenal), formacion de los alcoholes por ADH con los dos aldehidos
isomeéricos; V5 (3-hexenol/2-hexenol), un marcador para revelar la ruta preferida con 3-
hexenal como sustrato; V6 (1-penten-3-ona/1-penten-3-ol), que sefiala la conversién del
alcohol Cs en cetona; y, por ultimo, V7 (1-penten-3-one/2-pentanal), un marcador para
mostrar la via preferida en la formacién de volatiles C.

Para detectar diferencias significativas en los siete coeficientes metabdlicos segun los
atributos de frutado, se aplico el analisis estadistico mediante la prueba de Bonferroni.
La Figura 5 muestra los diagramas de caja y bigotes con el nivel de significancia. V1, la
conversién de hexanal a hexanol, resulté significativamente mayor en los AOVEs de
intensidad ‘Media’y ‘Maduro'. La concentracién de hexanal fue significativamente mayor
en frutado ‘Muy intenso'y ‘Verde’, lo cual fue asociado previamente por diversos autores
[13,16].
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Figura 5. Grdficos de caja y bigotes de los ratios metabdlicos en el que se incluyen las diferencias significativas
para (A) intensidad y (B) tipo de frutado.

Las relaciones metabdlicas V2-V5 estan involucradas en la via LOX con el acido linolénico
como sustrato. V2 y V4 tienen el mismo sustrato, 3-hexenal, pero incluyen dos
productos diferentes por participacion de dos enzimas, isomerasa y ADH. Se
encontraron diferencias significativas en ambas proporciones segun el frutado. En
términos generales, la conversién a 3-hexenol (V5) se vio favorecida en los AOVEs ‘Muy
intensos’ y ‘Verdes', lo que concuerda con estudios previos que correlacionan este
alcohol C6 con notas verdes [11,13,17], mientras que en los AOVEs ‘Medio’ y ‘Maduro’
fue mas favorecida la isomerizacion hacia 2-hexenal. Complementariamente, V3 no
mostré diferencias significativas en cuanto a la intensidad y tipo de frutado.

La formacién de volatiles Cs a partir del acido linolénico a través del radical penteno
mostré diferencias significativas con respecto a los resultados obtenidos para V7. Asi, la
formacién de 1-penten-3-ona se ve favorecida en frutado ‘Maduro’ y ‘Medio’, lo que
concuerda con un estudio previo que asociaba el contenido de 2-pentenal con AOVEs
‘Verdes' [18]. De acuerdo con estos resultados (Figura suplementaria 3), los AOVEs
‘Intensos’ se caracterizan generalmente por notas ‘Verdes', mientras que los AOVEs con
frutado ‘Medio’ se caracterizan por notas ‘maduras’.

Identificacion de patrones metabdlicos asociados a los atributos del frutado del
AOVE



Los patrones metabdlicos asociados preferentemente a los atributos del frutado en el
AOQOVE se identificaron mediante un analisis ROC multiclase. En las tablas 1y 2 se
enumeran los parametros estadisticos proporcionados por esta prueba, que incluyen el
AUC multiclase y los parametros de clasificacién correspondientes a las comparaciones
por pares. En cuanto a la intensidad de frutado (Tabla 1), tres ratios mostraron un valor
de AUC superior a 0.65, lo que significa una buena capacidad predictiva. Estos fueron
V2 (2-hexenal/3-hexenal), V3 (2-hexenol/2-hexenal) y V5 (3-hexenol/2-hexenol) con AUC
de 0.66, 0.70 y 0.71, respectivamente. Los tres ratios representan conversiones
enzimaticas implicadas en la via LOX del acido linolénico. Con estas premisas, sefialamos
que la intensidad del frutado esta estrictamente asociada a una formacion favorecida
de 3-hexenol por la actividad ADH. Por otro lado, la isomerizacién a 2-hexenal y
posterior conversion a 2-hexenol estaria favorecida en AOVEs de intensidad ‘Media’.
Esto se pone especialmente de manifiesto en la comparacién por pares entre los AOVEs
de frutado ‘Muy intenso’y ‘Medios’ con valores de AUC de 0.74, 0.79y 0.82 para V2, V3y
V5, respectivamente.

AUC AUC TENDENCIA TENDENCIA TENDENCIA
MULTICLASE| ‘MUY INTENSO' | “INTENSO’ |‘MUY INTENSO’| ‘MUY INTENSO’ | INTENSO’ | ‘MUY INTENSO'

RATIOS VERSUS VERSUS VERSUS VERSUS VERSUS

‘INTENSO" [ ‘MEDIO’ ‘INTENSO’ ‘MEDIO" ‘MEDIO’
Vi1 0.65 0.53 067 073 = < <
W2 066 0.61 064 0.74 = < <
V3 0.70 0.64 0.66 0.79 < < <
Vi 0.50 0.49 0.52 0.50 > > >
V5 o 0.63 0.69 0.82 > > B
Ve 0.58 0.50 0.63 0.62 > < <
V7 0.58 0.48 0.63 064 > < <

V1 hexanol/hexanal; V2: 2-hexenal/3-hexenal; V3: 2-hexenol/2-hexenal; V4: 3-hexenol/3-hexenal; V5: 3-hexenol/2-hexenol; Vé:
1-penten-3-one/l-penten-3-ol; V7: 1-penten-3-onef2-pentenal.

Tabla 1. Pardmetros estadisticos obtenidos por AUC multiclase y comparaciones por pares para intensidad
del frutado.



venct sy, VERDE | avc | TENDENGW | Wlopgt | e
IMULTICLASE ; CON NOTAS| ‘VERDE' , CON NOTAS
RATIOS | VERDE 5 VERSUS 'VERDE s
AUC MADURAS VERSUS MADURAS
CON NOTAS VERSUS ‘MADURO’ CON NOTAS VERSUS
MADURAS' MADURAS'
‘MADURO' ‘MADURO’
Vi 0.68 077 0.59 0.68 < > <
V2 072 067 0.70 0.80 < < <
V3 061 0.61 0.56 0.67 < < <
Vi 0.67 0.57 0.75 0.70 < > >
V5 0.76 0.65 0.78 0.86 > > >
Vi Q70 079 0.65 0.67 < > <
V7 0.88 077 0.55 073 < > <

V1: hexanol/hexanal; V2: 2-hexenal/3-hexenal; V3: 2-hexenol/2-hexenal; V4: 3-hexenol/3-hexenal; V5: 3-hexenol/2-hexenol; Vé:
1-penten-3-onefl-penten-3-ol; V7: 1-penten-3-one/2-pentenal.

Tabla 2. Pardmetros estadisticos obtenidos por AUC multiclase y comparaciones por pares para la tipologia
del frutado.

El tipo de frutado se caracterizd por una mayor complejidad metabdlica, ya que este
atributo se asocio a las tres ramas principales de la via LOX implicadas en la formacién
de los volatiles C;y Ce Asi, todos los ratios, excepto V3 (2-hexenol/2-hexenal),
proporcionaron valores de AUC multiclase superiores a 0.65. Nuevamente, se observé
una mayor capacidad de clasificacion para las relaciones involucradas en la
transformacion del 3-hexenal, es decir, V2 (2-hexenal/3-hexenal), V4 (3-hexenol/3-
hexenal) y V5 (3-hexenol/2-hexenal) con valores de AUC multiclase de 0.72, 0.67 y 0.76,
respectivamente. Los resultados obtenidos para V2 y V5 explicaron una conexién entre
el frutado ‘Muy intenso’/Intenso’ y ‘Verde' y, por otro lado, entre el frutado ‘Medio’ y
‘Maduro’. Por lo tanto, la comparacion por pares entre los AOVE ‘Verde'y ‘Maduro' reveld
valores de AUC de 0.80 y 0.86 para V2 y V5, respectivamente. Siguiendo con los
aldehidos Cg, V1 (hexanol/hexanal) reporté una capacidad de clasificacién de 0.68 segun
el analisis AUC multiclase. Esta relacién, también basada en la actividad ADH, fue mayor
en los AOVEs ‘Maduro’ en comparacion con el frutado ‘Verde'. Sin embargo, V1 también
describié un patrén distintivo para el atributo ‘Verde con notas maduras’, ya que la
conversion de hexanal a hexanol se vio favorecida en los AOVEs con esta caracteristica
en comparacion con los AOVEs ‘Maduros'.

Por ultimo, los dos indicadores que explican la formacion de aldehidos Cs también
contribuyeron a explicar el tipo de frutado. El analisis multiclase proporcioné valores
AUC de 0.70 y 0.68 para V6 (1-penten-3-one/1-penten-3-ol) y V7 (1-penten-3-one/2-
pentanal), respectivamente. Ambos ratios permitieron diferenciar los AOVEs ‘Verdes’
frente a los ‘Maduros’ para concluir que la formacion de la cetona Cs esta especialmente
asociada a la madurez. Por otro lado, la formacion preferente del aldehido Csy del
alcohol es distintiva de los AOVEs ‘Verdes'. V6 y V7 también representaron un patrén
diferencial para el atributo ‘Verde con notas maduras’, ya que las muestras
categorizadas con esta caracteristica presentaron valores mas altos para las dos
proporciones en comparacion con los AOVEs ‘Maduros'.



Conclusiones

En esta investigacion hemos identificado patrones metabdlicos asociados a atributos
del frutado basados en la formacion de volatiles C5 y C6 a través de la via LOX. En
particular, hemos descrito perfiles volatiles distintivos de AOVE con frutado ‘Intenso’
frente a ‘Medio’, que se apoyan en la conversion de 3-hexenal en 2-hexenol o en 3-
hexenol mediante la participacién de las enzimas isomerasa y ADH. También se
diferenciaron los perfiles para los AOVEs ‘Verde'y ‘Maduro’, con conexion entre frutado
‘Intenso’ y ‘Verde' y entre frutado ‘Medio’ y ‘Maduro’. Los resultados presentados
respaldan una explicacién para descifrar los atributos frutales de los AOVEs a nivel
metabdlico. Esta explicacién abre la puerta a futuros estudios que aborden la evaluacion
de los factores tecnoldgicos implicados en el proceso de extraccién del AOVE y la
formacién de volatiles C5 y C6 asociados al caracter frutado
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