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1. RESUMEN



En la actualidad, en Argentina se cultiva un escaso nimero de variedades de olivo. Estas fueron
introducidas por los inmigrantes europeos, quienes imitaban las tradiciones de su lugar de
origen. En nuestro pafs, algunas de esas variedades tienen bajo rendimiento industrial y otras
dan aceites de escasa conservacidon. Un aumento de la diversidad de cultivares, podria mejorar la
calidad de los aceites argentinos. Mendoza cuenta con un Banco de Germoplasma de Olivo con
74 variedades, que han sido evaluadas por sus caracteristicas agronémicas. Sin embargo, estas

variedades atn no han sido evaluadas en términos de la calidad de aceite.

El objetivo del presente trabajo fue identificar variedades de la coleccién de germoplasma de
olivo de Mendoza, a partir de caracteristicas de los frutos y sus aceites, que permitan obtener

aceite de oliva virgen con alta calidad, para las condiciones ambientales de Mendoza.

En las temporadas 2013/2014 y 2014/2015 se evaluaron 18 variedades de la coleccion de olivos,
seleccionadas por su alto contenido de materia grasa y bajo porcentaje de humedad. Durante los
meses de abril y mayo se cosecharon 20 kg por planta (tres repeticiones por variedad). Sobre
2kg de aceitunas se determiné en los frutos el indice de madurez, relacién pulpa/carozo, peso
medio, humedad del fruto y materia grasa. El aceite se extrajo en un plazo menor a 24 h desde
cosecha. Mediante un sistema continuo de dos fases y en frio, 15 kg por muestra fueron molidos
y amasados durante 40 minutos. Luego por centrifugado, el aceite fue separado del agua y de los
restos vegetales, para ser recolectado en bidones. Al cabo de dos semanas se filtrd, se envasé y
se almacené al reparo de la luz y las altas temperaturas hasta su analisis. En el aceite se
determind el rendimiento industrial, acidez, estabilidad oxidativa, compuestos fendlicos totales,

indices de extincion y perfil fendlico.

Las variedades mostraron diferencias significativas para todos los caracteres evaluados en los
frutos. Se destacaron ‘Cucci’ por presentar alta materia grasa (62%) y alto peso del fruto
(7,75g), ‘Criolla Salvarredi’ alta relacion pulpa/carozo (9,05) y ‘Genovesa’ y ‘Farga’ baja
humedad del fruto (46%). La relacion pulpa/carozo y la materia grasa resultaron ademads
significativamente diferente para el efecto afio y la interaccion variedad x afio. El peso de los

frutos mostré deferencias significativas para el efecto afio, y el indice de madurez sélo para la

L



interaccion variedad x afio. Todas las variedades presentaron aceites de calidad “virgen extra”
segtin el Consejo Oleicola Internacional (acidez < 0,8% &cido oleico). Al igual que en los frutos,
las variedades mostraron diferencias para todos los pardmetros evaluados en el aceite. Se
destacaron ‘Villalonga’ por el alto rendimiento industrial (18%), ‘Canino’ por un alto contenido
de fenoles totales (440,64 ppm) y ‘Nevadillo Blanco’ por la mayor estabilidad oxidativa
(20,74 h). La interaccion variedad x afio también result significativa para todos los pardmetros
evaluados en el aceite. Mientras que el rendimiento industrial y el contenido total de fenoles
fueron influenciados por el afio. La estabilidad oxidativa se correlacion6 negativa y
significativamente con el dcido p-cumdrico (r = -0,78), mientras el indice de madurez se
relaciond positivamente con el hidroxitirosol (R? = 0,45) y negativamente con el tirosol

(R% = -0,41).

Todos los compuestos fendlicos variaron significativamente respecto de la variedad y del afio,
excepto el acido cafeico. En promedio para los dos afios, ‘Canino’ presentd en su aceite el
mayor contenido de tirosol (69,70 ppm) e hidroxitirosol (5.13 ppm), Cucci de oleuropeina
(9,46 ppm) y é4cido vanilico (1,21 ppm), ‘Piangente’ de rutina (1,49 ppm), ‘Arauco’ de
catequina (5,39 ppm), ‘Nevadillo Blanco’ de acido cinamico (3,88 ppm), ‘Farga’ de acido
siringico (3,47 ppm), ‘Seleccion N°1° de apigenina (8,15 ppm) y quercetina (31,72 ppm), y
‘Criolla Salvarredi’ de &acido p-cumdrico (28,47 ppm). ‘Jabaluno’ fue el tdnico aceite que

presento 4cido gélico (0,34 ppm).

Las 18 variedades presentaron diferencias cuantitativas y cualitativas en todas las caracteristicas
evaluadas tanto en los frutos como en los aceites. En base a los resultados obtenidos en el
presente trabajo, se destacaron cinco variedades (‘Nebbio’, ‘Villalonga’, ‘Piangente’, ‘Canino’ y
‘Nevadillo Blanco’) por presentar alto rendimiento industrial, prolongada estabilidad oxidativa

y alto contenido fendlico.

Palabras claves: Olea europaea L., AOVE, indice de madurez, perfil fendlico, provincia de

Mendoza.



1.1. Summary

Nowadays, in Argentina only a few varieties of olive are cultivated. European immigrants, who
imitated their local traditions, introduced those varieties. In our country, some varieties has low
industrial yield or bad conservation of their olive oils. Increasing cultivars diversity could
improve the Argentinian olive oil quality. Mendoza has an Olive Germplasm Bank with 74
varieties, however these varieties have been evaluated agronomically but not in terms of oil

quality.

The aim of this work was to evaluate fruit and oil characteristic in olive varieties included in
Mendoza’s Olive Germplasm Collection to identify those with high quality virgin olive oil for
local environmental conditions. Eighteen varieties from the collection, selected previously by
their high oil content and low percentage of humidity, were evaluated during two growing
seasons (2013-2014 and 2014-2015). During April and May, a sample of 20 kg per plant were
harvested (three replications for variety). The maturity index, pulp / stone ratio, average weight,
water content and oil content were determined on a sample of 2 kg of olives fruit. The oil was
extracted within 24 hours after harvest. Fruit samples of 15 kg were milled and kneaded for 40
minutes using a continuous two-phase and cold system. Then, the oil was centrifuged and
separated from water and vegetable remains, and collected in drums. After two weeks, oil was
filtered and stored in darkness and low temperature until their analysis. Oil industrial yield, free
acidity, oxidative stability, total phenolic compounds content, extinction rates and phenolic

profile were determined in each oil sample.

Varieties were significantly different for all fruit characteristics evaluated. ‘Cucci’ showed both
the highest oil content (62%) and fruit weight (7,75g), while ‘Criolla Salvarredi’ had the highest
pulp / stone ratio (9.05), and ‘Genovesa’ and ‘Farga’ the lowest humidity percentage (46%).
The pulp / stone ratio and oil content were also significantly different between the years and
year X variety interaction. Fruit weight was significantly affected by year conditions and

maturity index by year by variety interaction. The oils obtained from all varieties were classified



as "extra virgin" quality, according to the International Olive Council (i.e. acidity <0.8% oleic
acid). Similar to fruit characteristics, varieties were significantly different for all the oil
parameters evaluated. Villalonga showed the highest industrial yield (18%), ‘Canino’ had the
highest total phenol content (440.64 ppm) and Nevadillo Blanco the greatest oxidative stability
(20.74 h). All the oil parameters were significantly affected by the year x variety interaction.
While industrial yield and total phenol content were influenced by year. Oxidative stability was
negative and significantly correlated to p-coumaric acid content (r = -0.78), while maturity
index was positively related to hydroxytyrosol (R?> = 0.45) and negatively to tyrosol

(R*=-0.41).

All phenolic compounds were significantly influenced by variety and year conditions, except
caffeic acid. On average for two years, ‘Canino’ presented the highest contents of tyrosol
(69.70 ppm) and hydroxytyrosol (5.13 ppm), ‘Cucci’ had the highest oleuropein (9.46 ppm) and
vanillic acid content (1.21 ppm), ‘Piangente’ had the highest rutine content (1.49 ppm),
‘Arauco’ had the highest catechin content (5.39 ppm), ‘Nevadillo Blanco’, the highest cinnamic
acid content (3.88 ppm), ‘Farga’, the highest sirinyc acid content (3,47 ppm) ‘Selection N° 1°,
the highest content of both apigenin (8.15 ppm) and quercetin (31.72 ppm) and ‘Criolla
Salvarredi’ had the highest p-coumaric acid content (28.47 ppm). ‘Jabaluno’ was the only one

oil containing gallic acid (0.34 ppm).

The 18 olive varieties showed quantitative and qualitative differences in all evaluated
characteristics in fruit and virgin oil. Based on the results obtained in this work, five varieties
were selected (‘Nebbio’, ‘Villalonga’, ‘Piangente’, ‘Canino’ and ‘Nevadillo Blanco’) due to

high industrial yield, prolonged oxidative stability and high phenolic content.

Keywords: Olea europaea L, EVOQO, phenol profile, maturity index, Mendoza province



2. INTRODUCCION



2.1. Elolivo, Olea europaea L.
Su origen no se conoce con exactitud, pero se especula desde la zona sur del Cducaso hasta Irén,
llegando a la costa mediterrdnea de Siria. Desde alli podrian haber salido los primeros
ejemplares, expandiendo su frontera junto a una de las civilizaciones mds antiguas - Los
fenicios. Existen indicios del olivo en los registros de numerosas culturas: en petroglifos
egipcios, en el arte micénico de los griegos, en numerosas oportunidades en la biblia, incluso
unos 3.000 afios a.c., Creta ya exportaba aceite de oliva a los egipcios (101). Con Ia
colonizacién de América se introdujo el cultivo del olivo al continente, pero fue gracias a su
plasticidad que logré adaptarse a los distintos ambientes. Asi, actualmente se reconocen
variedades naturalizadas “criollas”, en el continente americano como ‘Arauco’ en Argentina y

‘Mission’ en Estados Unidos.

El olivo es una especie perenne, cuyas hojas pueden vivir entre 2-3 afios. Presenta una elevada
tolerancia al frio (20) y se caracteriza por ser un arbol “vecero”, es decir que presenta
alternancias en la producciéon (130). El fruto es una drupa, conocido vulgarmente como
“aceituna”. Al momento de cosecha, la aceituna estd formada en un 70-90 % por el mesocarpo
(pulpa), en un 9-27 % por el endocarpo (carozo) y en un 2-3 % por la semilla. El mesocarpo esta
constituido principalmente en un 60 % por agua y 30 % de aceite, luego le siguen azicares
(4 %), proteinas (3 %) y por ultimo fibras y cenizas. El endocarpo esta formado por un 10 % de
agua, 30 % de celulosa, 40 % otros carbohidratos y aproximadamente 1 % de aceite. La semilla
en cambio, tiene 30 % de agua, 27 % de aceite, 27% de carbohidratos y 10 % de proteinas (43).

Es decir que una aceituna promedio contiene aproximadamente un 25% de aceite.

2.2. Panorama varietal

Mundialmente, existen alrededor de 2000 variedades de olivo, la mayoria de origen
mediterrdneo, con cualidades para distintos fines tales como para aceite, mesa, o doble

propésito. En la actualidad, sélo un reducido porcentaje se utiliza en cultivos comerciales.



Esto se debe a que los colonizadores trajeron a América un limitado nimero de cultivares,
influenciados por sus propias experiencias locales. En Argentina, el olivo se adapté a las
condiciones de distintas regiones, sin embargo, su explotacién se llevé a cabo con las mismas
técnicas que se usaban en Europa, incluyendo la obtencién del AOVE. En la eleccién varietal se
repitié el mismo patrén y debido a ello, en la actualidad las variedades mas difundidas en
Argentina son ‘Arbequina’, ‘Arbosana’, ‘Barnea’, ‘Changlot Real’, ‘Coratina’, ‘Empeltre’,
‘Farga’, ‘Frantoio’, ‘Hojiblanca’, ‘Manzanilla’ y ‘Picual’, todas de origen europeo. La unica

variedad criolla y de gran difusion en el pais es ‘Arauco’.

Debe destacarse que para alcanzar el mejor potencial de una variedad es importante relacionar
las caracteristicas de ésta con las zonas de produccién. En este sentido Trentacoste y Puertas
(123) llevaron a cabo una caracterizacién morfolégica y agrondmica en 74 variedades de la
Coleccién Olivicola de Mendoza (COM). Segin estos autores, un grupo de 25 variedades de la
COM se destacaron por tener frutos con baja concentracion de agua y alta concentracién de
aceite en la madurez, lo que podria relacionarse con un alto rendimiento industrial de aceite.
Existe un limitado nimero de antecedentes sobre las caracteristicas quimicas de los aceites de
las principales variedades difundidas en la provincia de Mendoza y en Argentina (38, 82, 83,
105, 120). Sin embargo, la calidad del aceite de las variedades preseleccionada y
tradicionalmente no cultivadas no ha sido estudiada. Por lo tanto, resulta fundamental el estudio
de las propiedades nutracéuticas de variedades tradicionales y no tradicionales de la provincia,

para la seleccién de variedades adaptadas a la zona Este de Mendoza.

A nivel mundial, la caracterizacién quimica de los aceites de oliva lleva varias décadas. Por ello
existen diversos estudios acerca de la composicion de los AOVE, de cémo interviene cada
compuesto en las cualidades sensoriales y qué factores afectan su presencia (37, 78, 86).
Numerosos estudios demuestran la influencia ambiental sobre el cultivo de olivo y sus
caracteristicas. Ceci y col. (38) evaluando 8 variedades en 4 provincias de la Argentina,

determinaron que ‘Arbequina’ (principal variedad de Arbeca-Espafia) presentaba la peor



adaptacién local. Esto demuestra, la importancia de evaluar variedades preseleccionadas

localmente, en funcién de potenciales atributos nutracéuticos (por ejemplo: perfil fendlico).

2.3. Importancia del consumo del aceite de oliva virgen extra

En el afio 2013, el consumo mundial de aceite de oliva virgen extra (AOVE) ocupé el noveno
lugar (4,96 %), muy por debajo del consumo de otros aceite vegetales como palma (89,4 %),
soja (68,0 %), colza (40,2 %), girasol (24,3 %) y palmiste (9,7 %) segin la Bolsa de Comercio
de Rosario (33). Sin embargo, segtin el Consejo Oleicola Internacional (COI) (42), en 24 afios el
consumo mundial de AOVE ha experimentado un importante incremento (183 %), pasando de
1.666.500 T (90/91) a 3.056.500 T (13/14). Este aumento puede deberse a una mayor
informacién del consumidor, sobre las propiedades nutracéuticas de los aceites. Estudios
recientes (97, 109, 137) han destacado atributos en el aceite de oliva relacionados con una
mejora en la salud. En consecuencia, el aceite de oliva dejé de ser usado sélo en ungiientos y
recetas caseras, para ser reconocido en muchos paises como un alimento saludable. Otro de los
motivos que explica el incremento del consumo de AOVE es la introduccidn de este aceite en la
dieta diaria de paises asidticos. Actualmente paises como China, Indonesia, India tienen un
consumo promedio anual de AOVE de 0.01 1 hab! afio! (71) y aunque el consumo per cdpita es
reducido, estos paises concentran al 61 % de la poblacion mundial (4.140 millones de
habitantes). A modo de ejemplo, si el consumo asidtico per cdpita experimentara un aumento de

tan s6lo 10 ml anuales, la produccién demandaria mas de 40 mil toneladas de aceite.

El incremento en el consumo ha provocado un aumento importante de la produccién mundial de
aceite. Segiin el COI, en los tltimos 57 afios, la produccién mundial de aceite de oliva
experimentd un notable aumento, alcanzando 3 millones de toneladas aproximadamente, en la
temporada 2015/2016. Asimismo, este incremento progresivo de consumo a nivel mundial,

exigié a la produccién expandir las fronteras del cultivo el olivo fuera de la cuenca del



mediterrdneo, llegando a cultivarse intensivamente en paises como Argentina, Australia, Chile y

Estados Unidos (56).

La inmigracién de principios del siglo XX trajo a Argentina los cultivos del olivo y la vid, que
eran usados para consumo familiar. En esos tiempos la agricultura era el principal recurso
econémico, por lo que la industrializacién de estos productos no tardé en llegar. En la
actualidad, el olivo es uno de los cultivos frutales mas importantes de los sistemas agricolas
intensivos de nuestro pais. El consumo anual promedio de aceite de oliva virgen extra es de
0.15 1 hab! afio!. Este valor es casi 67 veces menor al consumo de paises europeos como
Espafia, Grecia o Italia (71). La produccién nacional promedio, de los dltimos 10 afios, ronda las
14.000 t, representando sélo el 0,7 % de la produccién mundial (92). La olivicultura nacional
ocupa un total de 110.000 ha (100) entre variedades aceiteras y de mesa, con mayor importancia
en la provincia de Catamarca (26 %), La Rioja (24 %), Mendoza (21 %) (18) y San Juan (19 %).

La superficie restante se encuentra en las provincias de Cérdoba y el sur de Buenos Aires.

En Mendoza, el olivo tradicionalmente ha sido considerado como un frutal secundario. Sin
embargo, en los ultimos 20 afios la provincia ha experimentado una importante expansion de la
superficie cultivada, pasando de 14.000 a 29.000 ha en el afio 2015 (46). Si bien no existen
datos actuales del consumo per cédpita de AOVE de la provincia, se estima similar al promedio

nacional.

2.4. Calidad nutracéutica del aceite de oliva virgen extra

Segtn el COI, el aceite de oliva se define como el zumo oleoso extraido del fruto del olivo,
unicamente por procesos mecdnicos y/o fisicos en condiciones, principalmente térmicas, que no
produzcan la alteracién del aceite, ni afecten al contenido o la calidad de sus componentes y

cuyas demads caracteristicas correspondan a las normas fijadas (62).

Por definicion, el aceite de oliva virgen es el tnico aceite vegetal no refinado empleado en el

consumo. El procesamiento basado sé6lo en prensado y centrifugacion, sin el uso de solventes
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organicos, hace que los aceites conserven los atributos que le aportan la variedad, el ambiente
(clima, suelo) y el manejo del cultivo (riego, fertilizacién). En contraste, los aceites vegetales de
semilla son alterados durante el proceso de refinado, perdiendo muchos de los atributos

organolépticos y nutracéuticos propio del cultivar/hibrido y del ambiente (118).

El término nutracéutico deriva de la combinacion entre “nutricién” y “farmacéutico”. En 1989
el Dr. Stephen De Felice (49), definié los nutraceuticos como “un alimento o parte de un
alimento que proporciona beneficios médicos o para la salud, incluyendo la prevencién y/o
tratamiento de enfermedades”. Para que un alimento sea considerado como nutracéutico debe
cumplir con algunos requisitos, entre ellos ser aislado y purificado por métodos no
desnaturalizantes. Es por ello que el AOVE integra el listado de alimentos nutraceuticos.
Algunos estudios sugieren que las dietas en las que se consume AOVE, con una ligera
reduccién de las grasas saturadas, disminuye las dosis diarias de antihipertensivos. Ademas, el
AOVE es considerado como un elemento antioxidante y esta demostrado su papel preventivo en

las enfermedades cardiovasculares y en la disminucidn del estrés oxidativo (59, 87, 129).

2.5. Compuestos fendlicos y calidad nutracéutica del aceite de oliva virgen extra

Las propiedades nutracéuticas del AOVE han sido relacionadas con el alto contenido de 4cido
oleico y su capacidad hipocolesterolemiante tanto en hombres como animales (76, 109).
Numerosos estudios le han atribuido al 4cido oleico propiedades antitumorales sobre el cdncer
de mama humano (79), cdncer de estdmago y ovarios (80). No obstante, algunos autores (65,
74), sefialan que las propiedades antitumorales atribuidas al 4cido oleico ain no han sido
demostradas. Estudios clinicos realizados por Aguilera y col. (1) han encontrado que ademés del
contenido de 4cido oleico, los AOVE presentan compuestos antioxidantes relacionados con su
calidad nutracéutica. Estos autores estudiaron pacientes con enfermedad vascular periférica,
sometidos a dietas a base de aceites con un alto contenido en 4cido oleico (AOVE y Aceite de
Girasol de alto oleico). Comparando los resultados obtenidos, los niveles de oxidacién de las

lipoproteinas de baja densidad (LDL), en dietas ricas en AOVE, fueron menores que los
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hallados en las dietas ricas en Aceites de Girasol de alto oleico. También sugirieron que en el
AOVE existen otros compuestos antioxidantes diferentes a la vitamina E capaces de proteger
contra la oxidacién a las LDL. Asi en aceites de girasol con concentraciones de vitamina E
(1200 mg kg'!) mayores a las del AOVE (400 mg kg™'), no fue suficiente para proteger a las
LDL de esos procesos oxidativos, sugiriendo la presencia de otros compuestos antioxidantes
como los fenoles. Asimismo, Wiseman y col., (139) concluyeron que los compuestos fendlicos
presentes en el AOVE serfan los responsables de la capacidad antioxidante enddgena de los

LDL de los AOVE, comparando con los aceite de girasol de alto oleico.

Por otro lado, Menendez y col. (81) evidenciaron que las principales familias de los compuestos
fendlicos del AOVE (secoiridoides y lignanos) afectan negativamente la proliferacién y
supervivencia de las células de cancer de mama humano, a través de un mecanismo molecular
que inhibe la expresion y actividad de HER2 (un receptor de tipo I de la tirosina quinasa) que
regula importantes funciones bioldgicas como la transformacién oncogénica, tumorogénesis y

metastasis del cancer de mama humano.

2.6. Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos

Los aceites de oliva virgen extra se reconocen por presentar atributos sensoriales como el
amargo y el picante, caracteristico de las aceitunas recién cosechadas. Estas propiedades han
sido relacionadas con la composicidn fendlica de los aceites (9, 21). Los principales encargados
de proporcionar el gusto amargo y picante, tanto en el fruto como en el aceite, son glucésidos
secoiridoides (oleuropeina y ligustrésido), derivados de los compuestos terpénicos. La
oleuropeina, es el principal compuesto fendlico presente en el olivo, de ahi deriva su nombre. La
hidrélisis de los secoiridoides da lugar a los alcoholes fendlicos (tirosol e hidroxitirosol),
componentes principales de la fraccion minoritaria de los AOVE. Los compuestos fendlicos le
confieren al aceite de oliva resistencia al desarrollo de la rancidez, destacandose en esta

propiedad el hidroxitirosol (HT), que es un derivado de la oleuropeina (70, 75).



La actividad antioxidante de los polifenoles estd relacionada con el grado de hidroxilacién y la
posicion de los grupos hidroxilos en la molécula (91). Visioli y Gali (136) demostraron que los
fenoles tienen capacidad antioxidante mayor o igual que la de otros antioxidantes ampliamente
estudiados, como la vitamina E, &4cido ascoérbico, butilhidroxitolueno, entre otros (114).
Ademads, les atribuyen propiedades antioxidantes pues ceden radicales hidrégeno que se unen a
los radicales lipidicos formados durante la fase de propagacion de la oxidacién. Estos mismos
autores (137) también han determinado que la actividad antioxidante de los aceites de oliva
virgen estd directamente relacionada con la concentracién de los compuestos fendlicos. Asi,
variedades de olivo mds amargas y picantes, que contengan mayor contenido de fenoles en el
aceite, estaran asociados a una mayor estabilidad oxidativa y calidad organoléptica. Por lo tanto,
para que una variedad sea reconocida por su potencial nutracéutico, deberd presentar una

elevada concentracion de fenoles totales.

Numerosos estudios demuestran el efecto varietal en la composicién inicial de los fenoles (68,
70, 134). La composicién inicial de polifenoles en los alimentos puede modificarse tanto
cuantitativa como cualitativamente como consecuencia de la preparacién, procesado y
almacenamiento al que sean sometidos, lo que puede dar lugar a cambios en la funcionalidad de
sus constituyentes. Morell6 y col. (86) estudiaron la actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos presentes en la pulpa del fruto y en el aceite de oliva para la variedad Arbequina. Estos
autores comprobaron que los compuestos fendlicos de la pulpa y del aceite fueron distintos
tanto en tipo y concentracién, lo que estaba relacionado con la capacidad antioxidante

diferencial entre el fruto y el producto final.

2.7. Origen de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se caracterizan por la presencia de un anillo aromatico y uno o mas
grupos oxidrilos unidos a él. Segin Harborne (73), los compuestos fendlicos se clasifican en

nueve grupos: i) acidos fendlicos, dcidos fenilacéticos y fenoles alcoholes, ii) dcidos cindmicos,



cumarinas, isocumarinas y cromonas, iii) lignanos, iv) varios grupos de flavonoides, v) ligninas,

vi) taninos, vii) benzofenonas, xantonas y estilbenos, viii) quinonas y ix) betacianinas.

Los fenoles son hidrosolubles y se encuentran presentes en las distintas familias del reino
vegetal. Existen dos rutas de biosintesis de los compuestos fendlicos: la ruta del acido
mevaldénico, importante fuente de fenoles para hongos y bacterias, pero poco empleada por las
plantas superiores; y la ruta del acido shikimico responsable de la biosintesis de la mayoria de
los compuestos fendlicos de las plantas (13). La mayoria de los compuestos fendlicos derivan de
la fenilalanina (Fig. 1), también se presentan las estructuras de los 13 compuestos evaluados en

el presente estudio.
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Figura 1: Rutas de sintesis de compuestos fendlicos. Adaptado de Avalos-Garcia y Obied (13, 89)

En el olivo, los compuestos fendlicos estdn presentes en toda la planta, pero su naturaleza y
concentracion varia entre los diferentes tejidos (108). La mayor concentracion se encuentra en la

pulpa de los frutos (103) y en las hojas (5, 98, 111).



Por ser compuestos solubles en agua, durante el proceso de extraccién del AOVE, gran parte de
los fenoles se pierden en el agua vegetal (alpechin) y orujo (60). Sin embargo, una pequeia

porcidén pasa a formar parte del aceite, y por ello constituyen la fraccién minoritaria (11).

La composicion quimica del AOVE estd dada por una fraccién mayoritaria saponificable
(98,5-99,5 %), constituida por triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, 4dcidos grasos libres,
ceras y fosfolipidos (57). Este mismo autor sugiere que la mayor parte de los dcidos grasos estan
presentes como triglicéridos formados por 4cido palmitico P; 4cido oleico O; 4cido estedrico S y
4cido linoleico L, en la siguiente proporciéon POO (18,4 %), SOO (5,1 %), OO0 (43,5 %) y
OOL (6,8 %). En la fracciéon minoritaria insaponificable (0,5-1,5 %) se encuentran los
compuestos fendlicos, compuestos volatiles, pigmentos, esteroles, tocoferoles, alcoholes

triterpénicos e hidrocarburos (57).

Diversos autores sostienen que la concentracién de los compuestos fendlicos presentes en un
aceite dependen del contenido inicial de fenoles en el fruto, y son afectados por el momento de
cosecha (40), el genotipo (116), el ambiente (temperatura y radiacién) (27, 69), el manejo del
cultivo (principalmente riego) (47, 121), la tecnologia implementada en el proceso de extraccién
de los aceites y en la conservacion de los mismos (90). Asimismo, durante el proceso de
extraccion del aceite (molienda, amasado, entre otros) se favorece la disoluciéon de los

compuestos fendlicos tanto en el agua vegetal como en el agua adicionada (25, 36, 60).

La composicién fendlica del AOVE es dependiente principalmente de la variedad. Vlahov
(138), estudiando tres variedades de olivo observé que la cianidina-3-glucosido se presentaba
Unicamente en la variedad ‘Giarraffa’, en cambio la cianidina-3-rutinosido se encontraba
presente en las variedades ‘Giarraffa’, ‘Leccino’ y ‘Cassano’. Vinha y col., (134) evaluaron 18
variedades de olivo y observaron que el perfil fendlico de los aceites vari6 entre los cultivares, y
que estos pardmetros podrian emplearse para la caracterizacion bioquimica de los aceites. Esti y
col. (55), evaluando la composicién fendlica de los aceites de cuatro variedades distintas de
olivo en Italia, determinaron diferencias significativas entre las variedades estudiadas. Lo que

podria ser usado como marcadores varietales, por ejemplo la dimetiloleuropeina en ‘Coratina’ y



‘Leccino’. La composicién fendlica de los aceites también es dependiente del momento de
cosecha, éste pardmetro ha sido evaluado en diversos trabajos (15, 85, 106). Asi, por ejemplo,
los alcoholes fendlicos se encuentran en mayor concentracién en las primeras etapas de
desarrollo del fruto y a medida que éste madura su concentracién disminuye. Cuando comienza
el cambio de coloracién (envero) se observa un incremento de la concentracidn total de fenoles,

constituida por flavonoides, lignanos y pigmentos antocianos (132).

Existen estudios en olivo sobre los efectos del ambiente, Gémez del Campo y Garcia (69) han
estudiado los efectos de la temperatura y radiacién sobre el contenido y perfil fendlico de los
aceites en la variedad Arbequina. En ese trabajo, la magnitud de respuesta de la composicién
quimica de los AOVE a factores ambientales ha sido descripta sélo para una variedad. Sin
embargo, evaluar esta relacién (composicion quimica vs. factores ambientales) para un mayor
nimero de variedades y de ambientes permite identificar interacciones genotipo-ambiente y
seleccionar variedades que expresen mejor sus cualidades en nuevas areas de cultivo, como es la
zona Este de la provincia de Mendoza. También es factible evaluar la adaptacién a potenciales

ambientes estresantes.

Por ultimo, numerosos autores han observado que diferentes parametros evaluados en el aceite
estan influenciados por las caracteristicas morfoldgicas de los frutos. Ryan y Beltrdn (23, 107),
demostraron que el contenido total de fenoles varia con la madurez de los frutos, o bien con la

humedad de los frutos debido a la condicién hidrofilica de los fenoles (65, 110).



2.8. Hipotesis

Dentro de la coleccién de germoplasma de olivo de la provincia de Mendoza, existen variedades
tradicionalmente no cultivadas que producen aceites de alta calidad nutracéutica y se encuentran

adaptadas a las condiciones agroclimédticas de la provincia.

2.9. Objetivo general

Identificar variedades de la coleccion de germoplasma de olivo de la provincia de Mendoza, a
partir de caracteristicas de los frutos y de los aceites, que permitan obtener aceite de oliva virgen

con alto potencial nutracéutico, para las condiciones ambientales de la provincia.

2.10. Objetivos especificos

v Caracterizar quimicamente los aceites de 18 variedades de la coleccion de germoplasma
de olivo de la provincia de Mendoza, mediante el estudio del perfil de compuestos
fendlicos y parametros quimicos generales (estabilidad oxidativa, acidez, rendimiento
industrial, K232 y K270).

v Estudiar las relaciones entre las caracteristicas de los aceites (fenoles totales, composicion
fendlica, estabilidad oxidativa, acidez, rendimiento industrial, K232 y K270) y las
caracteristicas de los frutos (indice de madurez, peso de los frutos, materia grasa,
humedad del fruto y relacién pulpa-carozo), en 18 variedades de la coleccién de
germoplasma de olivo de la provincia de Mendoza.

4 Estudiar el efecto del afio sobre caracteristicas de los frutos y aceites, en 18 variedades de

la coleccion de germoplasma de olivo de la provincia de Mendoza.



3. MATERIALES Y METODOS



3.1. Sitio, material vegetal y diseiio experimental
El estudio fue realizado durante las temporadas 2013-2014 y 2014-2015, con 18 variedades
presentes en la Colecciéon de Germoplasma de Olivo, localizada en la Estacién Experimental
Agropecuaria Junin del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (EEA INTA Junin)
(33°06” S; 68°26” O, a 653 m.s.n.m.), hacia el este de la provincia de Mendoza, Argentina. La
coleccion incluye 74 variedades, 4 locales (Arauco, criolla Salvarredi, criolla San Martin y
Seleccién N°1), y el resto de origen Mediterraneo (Espaiia, Italia, Ttinez, Francia y Egipto). La
coleccion fue implantada en 1946, utilizando un marco de 12 m entre hileras y 12 m entre
plantas. Los drboles fueron conducidos en vaso, y presentaron un volumen de copa que
superaba los 4 m de ancho y alto en el momento de inicio del experimento. En este estudio se
utilizaron 3 plantas por variedad (repeticion) en relacién al nivel de carga y tamafio de las
plantas. El riego es superficial a través de melgas. Los datos meteoroldgicos utilizados en la
caracterizacion del sitio (Tabla 1) fueron obtenidos de una estaciéon automadtica ubicada a 60 m
de la coleccién y dependiente de la Direccién Agropecuaria de Contingencias Climdticas de

Mendoza (DACC) (54).

La localidad presenta una temperatura media anual de 17,3°C (54) , y una precipitaciéon media
anual de 275 mm, para el periodo 1957-2015. El periodo libre de heladas es de 130 a 150 dias,
comprendido entre los meses de octubre y abril. Las precipitaciones son de caracter torrencial y

principalmente concentradas durante los meses de verano y principios de otoio.

3.2. Cosecha de aceitunas

Las 18 variedades estudiadas en el presente trabajo (Tabla 1) fueron seleccionadas en base su
alto contenido de materia grasa y bajo porcentaje de humedad, sobre un total de 74 variedades
que componen la coleccién, previamente evaluadas por Trentacoste y Puertas (123), por su
comportamiento agrondémico. Las cosechas se efectuaron durante los meses de abril y mayo de

las temporadas 2013-2014 y 2014-2015.



Tabla 1: Origen, uso y fecha de cosecha de las variedades estudiadas

Fecha de cosecha

. Indice de
Variedades madurez Uso Temporada Temporada
2013-2014  2014-2015
Arauco (A) 1,57 mesa y aceite 21-may. 13-may.
Blanqueta (E) 2,72 aceite 16-may. 27-abr.
Canino (I) 2,93 aceite 20-may. 14-may.
Criolla Salvarredi (A) 1,98 mesa 21-may. 30-abr.
Cucci (I) 3,27 mesa 12-may. 26-may.
Dritta (I) 2,71 aceite 22-may. 23-abr.
Dulzal (E ) 3,63 mesa 15-may. 29-abr.
Empeltre (E) 4,25 aceite 9-may. 22-abr.
Farga (E) 3,52 aceite 8-may. 22-abr.
Frantoio (I) 3,42 aceite 23-may. 29-abr.
Genovesa (E) 3,48 mesa 9-may. 21-abr.
Jabaluno (E) 2,22 mesa y aceite 14-may. 30-abr.
Morchiaio Morettini (I) 3,64 aceite 10-may. 20-abr.
Nebbio (I) 1,55 aceite 9-may. 23-abr.
Nevadillo Blanco (E) 2,98 aceite 7-may. 24-abr.
Piangente (I) 3,68 aceite 8-may. 21-abr.
Seleccién N°1 (A) 2,97 mesa 13-may. 27-abr.
Villalonga (E) 2,15 aceite 13-may. 28-abr.

(A) origen Argentina (E) origen Espaiia (I) origen Italia

En la primera semana de abril se establecié el orden de cosecha de cada variedad, con el fin de
reducir al minimo el efecto del indice de madurez entre variedades tempranas y tardias. Para
ello se utilizé una escala visual segin la coloracién de la mayoria de los frutos (Tabla 2),

considerando valores entre cero y cuatro.

La cosecha se realiz6 manualmente, recolectando una muestra 20 kg de aceitunas por planta.
Los frutos fueron recolectados de la cara noroeste de la copa, donde recibieron una mayor
iluminacién. Las aceitunas cosechadas fueron colocadas en cajas debidamente etiquetadas, y
llevadas a la fabrica para ser conservadas en oscuridad y a una temperatura promedio inferior a

los 15°C, hasta la extraccion del aceite.



Tabla 2: coloracién de la piel y la pulpa de las aceitunas, segtin indice de madurez

. Valor
Color de piel Color de pulpa asignado
verde verde 0
verde-amarillento verde 1
violeta en menos de la
mitad del fruto (inicio de verde 2
envero) '
violeta en mas de la mitad
blanca 3
del fruto
violeta blanca 4 @
violeta violeta en menos de la mitad 5 @
violeta violeta en mas de la mitad 6 @
violeta violeta hasta el carozo 7 ‘

3.3. Extraccion de aceite

La extraccién de los aceites se llev a cabo en un plazo maximo de 24 h desde la cosecha de

cada una de las variedades estudiadas. Para la extraccion del aceite se utilizd un sistema

continuo (Alfa-Laval SPREMOLIVE NEW Single Phase. MF-Toscana Enologica Mori-Italia)

de dos fases y 20 kg h'! de capacidad. El proceso se inicié con la molturacion de las aceitunas a

través de un molino de martillo. La pasta molida fue recibida en un amasador horizontal,

permaneciendo durante 40 minutos. En esta etapa no se adicioné agua ni calor a la pasta.
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Una vez amasada la pasta pasé al decanter (sistema de centrifugacién horizontal), donde el
aceite fue separado del agua vegetal y del orujo (alperujo). Las tres replicas correspondientes a
cada variedad fueron procesadas por separado y luego recolectadas en bidones pldsticos de
3 litros. Los aceites se dejaron decantar durante dos semanas y luego se filtraron con algodén.
Una vez filtrados los aceites fueron fraccionados en envases de vidrio color caramelo de 30 ml,
sin dejar espacio de cabeza para evitar posibles oxidaciones. Posteriormente fueron
almacenados al reparo de la luz y en un ambiente fresco (< 20°C), hasta el momento de su
andlisis.

Antes del procesamiento de las muestras de cada variedad, se molieron 15 kg de frutos de la
misma variedad con el fin de expulsar completamente cualquier vestigio de la variedad anterior
y evitar asi interferencias en los resultados. El aceite obtenido de esta molienda “extraccion
sacrificio” fue descartado. La extraccion sacrificio fue también utilizada para realizar ajustes en

el decanter para cada variedad.

El rendimiento industrial (RI) fue calculado segiin la ecuacién 1

_ Kg AOVE obtenido
" Kg de fruta molida

Ec.1

3.4. Mediciones realizadas en los frutos

Las caracteristicas de los frutos fueron evaluadas en submuestras de 2 kg extraidas
aleatoriamente de cada una de las muestras de 20 kg, descriptas anteriormente. Las

determinaciones realizadas en los frutos fueron:



3.4.1. Indice de madurez

Para determinar el indice de madurez (IM), se utilizaron 100 frutos al alzar, clasificdndolos del

0 al 7 segtin color de la piel y de la pulpa (131), segtn la Tabla 3

El indice de madurez (IM) se calculé mediante la ecuacion 2

_ (0xn0) + (1xn1) + (2xn2) + (3xn3) + (4xn4) + (5xn5) + (6xn6) + (7xn7)
B N

IM Ec.2

Donde:
n0...n7, corresponde al nimero de frutos en cada categoria
N ndmero total de frutos.

3.4.2. Relacion pulpa—carozo

Para esta determinacién se usaron lotes de 50 frutos, los cuales fueron pesados y luego
descarozados (Electronic Balance SHIMADZU UWG629H). Los carozos se lavaron y se secaron
a temperatura ambiente, determinando luego su peso. La relacién pulpa-carozo (P/C) se calculd

con la ecuacion 3

p, _ (PF—PO
/C_—PC Ec.3

Donde:

PF: peso fresco de los frutos

PC: peso seco de carozos



3.4.3. Peso medio y humedad de los frutos

Se utilizaron lotes de 100 frutos por repeticion, los cuales fueron pesados en conjunto para
determinar el peso medio del fruto. Luego, fueron llevados a estufa a 60° C hasta peso
constante, determinando el peso seco de los frutos. A partir de estos datos se estim6 la humedad

o concentracion de agua de los frutos (CAF), segtin la ecuacién 4

PO
CAF (%) = ————x100 Ec.4

Donde:

Po: peso de 100 frutos frescos

Pi: peso de 100 frutos secos a estufa hasta peso constante

3.4.4. Materia grasa

Para determinar el contenido de materia grasa (MG) se siguié el método propuesto por Avidan y
col. (14). Se pesaron aproximadamente 5 g de pulpa fresca, en balanza analitica. Los recipientes
previamente tarados, fueron colocados en estufa hasta peso constante (48 horas
aproximadamente). Se pesé la pulpa seca y se trituré en mortero, y utilizando 15 ml de éter de
petréleo se trasvasoé el material a un tubo de ensayo (TE1). Posteriormente, los tubos de ensayo
fueron colocados en un agitador por 12 h (en oscuridad) y luego se filtraron, trasvasando el
liquido en otros tubos de ensayo (TE2) previamente tarados y etiquetados. El filtrado se realizé
en vacio, empleando papel de filtro de 100 pum. Se lavaron los restos de material con 5 ml de
éter de petrdleo. Se evapord el solvente de los TE2 y posteriormente se llevaron a estufa
(NINGBO HINOTEK Air blast dry box DHG- 9203A) a 60 °C hasta peso constante.

La determinacién de materia grasa se realizé por triplicado por cada muestra (arbol).

El porcentaje de materia grasa (MG) expresado en base al peso seco de pulpa, fue calculado

segin la ecuacion 5



MG (%) = ="~ x 100 Ec.5

Donde:

PTE2: peso del tubo con aceite
PTV: peso del tubo vacio

PPS: peso de la pulpa seca

3.5. Mediciones realizadas en los aceites

3.5.1.  Acidez libre

La acidez se determind utilizando la técnica “Determinacion del indice de 4cido y de la acidez”
(método ISO 660) (62) aprobado por el Consejo Oleicola Internacional (COI). Se extrajeron
aproximadamente 5 g de aceite (adaptado de la tabla del COI, segin acidez presumible), se
colocaron en un Erlenmeyer de 250 ml y se disolvieron con 25 ml de solucién A:B previamente
neutralizada (A:50 % etanol; B:50 % éter de petréleo). Se adicionaron 3-4 gotas de fenolftaleina
como indicador y se titulé con una solucién de NaOH 0,1 N, previamente valorada. La acidez

del aceite fue expresada como 4cido oleico a través de la ecuacién 6:

VxCxM
10xm

Ec.6

Acidez =

Donde:

V: volumen de NaOH 0,1 N gastado en la titulacion en mililitros
C: concentracion exacta del NaOH en eq.1"!
M: 282 g.mol !, masa molar del 4cido oleico.

m: peso en gramos de la muestra de aceite

3.5.2.  Estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa se determind por pruebas de conductividad eléctrica, mediante un
equipo Rancimat. El método se basa en la descomposicién de los hidroperéxidos y en la

formacién de dcidos grasos de cadena corta, que cambian la conductividad eléctrica del agua.



Los aceites fueron calentados a 120 °C y sometidos a una corriente de aire, de flujo continuo
(20 Lh'). La sefial fue transmitida a un software que generé una curva de conductividad

eléctrica. El resultado se expresé en horas y corresponde al punto de inflexién de la curva.

3.5.3. Fenoles totales

Para la extraccion de los compuestos fendlicos totales se empled la técnica de Folin y Ciocalteu
(61). Resumidamente, se pesaron 40 g de aceite en un vial de 100 ml, se emulsionaron con
20 ml de metanol-agua (80:20), agitando enérgicamente. Luego las muestras se centrifugaron a
5000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se trasvasé a un Erlenmeyer de 250 ml mediante
pipetas Pasteur plasticas de 3 ml. Al aceite remanente en el vial se le adiciond nuevamente
20 ml de metanol-agua, y el proceso se repitié tres veces. El sobrenadante total, se agité para
homogeneizar la muestra. Se extrajeron 200 ul de sobrenadante y se le adicionaron 1.8 ml de
agua destilada, en matraz de 25 ml. Se le agregaron 10 ml de Folin Ciocalteu al 10 % y 8 ml de
carbonato de sodio (75 g.l!). Una vez obtenidas las muestras se dejaron al reparo de la luz
durante dos horas. Los fenoles totales de los aceites se determinaron mediante
espectrofotometria (Spectrometer UV/VIS Lambda 25 Perkin Elmer precisely) a una

absorbancia de 725 nm.

Para a la determinacién del contenido total de fenoles en las muestras, se us6 la curva de
calibracién, obtenida a partir de soluciones de 4dcido cafeico en concentraciones crecientes

(50, 150, 250, 450, 650 y 800 ppm).

3.5.4. Indices de extincion (K232 y K27)

Los indices de extincién se determinaron en los aceites de la segunda temporada (2015),
mediante “Analisis espectrofotométrico en el ultravioleta” (método ISO 3656) (62) aprobado

por el COL



Se extrajeron aproximadamente 0,25 g de aceite (pesados en balanza analitica). Las muestras
perfectamente homogeneizadas y exentas de impurezas en suspension, se colocaron en matraces
aforados de 25 ml y se enrasaron con n-hexano (grado cromatografico). La solucién de aceite y
n-hexano se colocd en cubetas de cuarzo con paso 6ptico de lem. Como blanco se utilizé
n-hexano. La absorbancia se midi6 en espectrofotémetro (UV-VIS Spectrophotometer Biotraza

Model 752, China) a 232 y 270 nm.

Los coeficientes de extincién (extinciones especificas) se calcularon segin la ecuacién 7:

R Eé
Ké =
cCxs

Ec.7

Donde:

KE&: extincién especifica a la longitud de onda & (232 0 270 nm)
Eg: extincién medida a la longitud de onda &
c: concentracién de la disolucién en g% ml

s: espesor de la cubeta en cm.

3.5.5. Composicion fendlica

La extraccion de los compuestos fendlicos se realizé mediante extracciéon en fase sélida (SPE),
usando cartuchos Sep-Pak® Vac Diol 1 cc (Waters Corporation Milford, Massachusetts USA).
Los cartuchos fueron pre-acondicionados con 5 ml de metanol y 5 ml de n-hexano. Se
sembraron 1,6 g de muestra de aceite disuelta en 1 ml de n-hexano. La fraccién no polar de los
aceites se extrajo con 5 ml de n-hexano. La extraccion de los compuestos fendlicos se realizd
con 1,5 ml de metanol a velocidad de goteo constante (2 ml/min). Finalizada la extraccidén, los
cartuchos se acondicionaron con 2 ml de metanol y 3 ml de n-hexano. Los extractos se

conservaron a -20 °C en oscuridad hasta su posterior andlisis.

La identificacién y cuantificacién de los compuestos fendlicos se realizé por (CE) electroforesis
capilar (CAPEL-105M con detector-UV Lumex Ltd., St. Petersburgo, Rusia) usando el modo

electroforesis capilar zonal (CZE).



Las condiciones de trabajo fueron: voltaje 20 kv, presion 20 mbar, tiempo de inyeccién 2
segundos, longitud de onda 240 nm, columna de 75 um, temperatura: 25 °C y buffer de lavado y
andlisis borato de sodio 30 mM y pH 9,5. El capilar se acondicioné usando agua pura

(RiO/Elix3-Sinergy 185, Millipore), NaOH 0,1 M y borato de sodio.

Individualmente se determinaron los tiempos de elucién para los compuestos fendlicos.
Posteriormente se prepard una solucién mezcla con los 13 compuestos fendlicos y mediante CE
se obtuvo un electroferograma. Luego se inyectaron al CE todos los extractos, obteniéndose un
electroferograma por cada uno de ellos. Por tltimo un extracto de cada variedad fue enriquecido
con la solucién mezcla de los 13 estindares, se inyectd al CE y se obtuvo un ultimo
electroferograma. De esta manera se compararon en simultaneo los 3 electroferogramas, para
identificar en cada extracto, los picos pertenecientes a los compuestos fendlicos evaluados en el
presente estudio. Las curvas de calibracién se realizaron empleando una solucién patrén de

todos los compuestos fendlicos, en concentraciones conocidas de 0,75 hasta 30 ppm (Tabla 3).

Tabla 3: Curvas de calibracién para los 13 compuestos fendlicos estudiados

2
Comp’u.esto Ecuacion R
fendlico
Tirosol A" =0,66050 + 0,12068 x C* 73,71
Oleuropeina A =0,33284 +0,43684 x C 97,75
Hidroxitirosol A =0,06749 + 0,29454 x C 97,93
Rutina A =0,01583 +0,69230 x C 98,21
Catequina A=-0,21302 + 0,56459 x C 98,84
Ac cindmico  A=-1,04913 + 1,37278 x C 98,11
Ac siringico A =1,85485 + 1,50876 x C 97,75
Apigenina A =-0,17989 + 1,82233 x C 98,61
Quercetina A=-0,56490 + 1,32736 x C 82,21
Ac p-cumdrico A =-1,12702 +1,07971 x C 96,94
Ac vanilico A =-0,58340 + 0,92077 x C 92,72
Ac cafeico A =-327293 +4,92443 x C 97,42
Ac gdlico A =-1,81204 +2,89314x C 98,41

A’ drea del pico electroforético, C* concentracién de compuesto fenélico

Las ecuaciones de las curvas de calibracion obtenidas para cada fenol, se emplearon para

determinar su concentracion en las muestras.



A modo de ejemplo, se muestra el Electroferograma de un aceite de oliva virgen extra de la

variedad Farga (Fig. 2), enriquecido con la solucién mezcla de estdndares (C= 15 ppm)
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Figura 2: Electroferograma de un AOVE de la temporada 2013-2014, enriquecido con una mezcla de los 13
compuestos fendlicos estandares: 1-tirosol, 2-oleuropeina, 3-hidroxitirosol, 4-rutina, S5-catequina, 6-acido
cindmico, 7-4cido siringico, 8-apigenina, 9-quercetina, 10-dcido p-cumdrico, 11-dcido vanilico, 12-dcido cafeico,
13-4cido gélico

3.6. Diseiio experimental y andlisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado de tres repeticiones (arboles) por
variedad (n=3). En el caso particular de la determinaciéon de materia grasa se realizdé por
triplicado cada una de las tres réplicas, por lo tanto, el valor de materia grasa correspondio al
promedio de nueve datos por variedad (n=9). Los datos de las caracteristicas de los frutos, de
los aceites y la composicién fendlica fueron evaluados mediante andlisis de la varianza
(ANAVA). Las medias se compararon con el test de minima diferencia significativa (MDS)
para nivel de significancia o= 0,05. Para evaluar las caracteristicas de los aceites y composicién
fendlica de los mismos se realizé un andlisis de correlacion entre las distintas variables tanto de
los aceites como de los frutos. Las relaciones entre las variables de calidad de los aceites,
caracteristicas de los frutos y variables meteoroldgicas fueron analizadas por regresion lineal.
Los analisis estadisticos se efectuaron con el software InfoStat version 1.5. Por ultimo se
compararon las pendientes y ordenadas al origen entre curvas de distintos aflos mediante un test

de correspondencia (Fisher) con el software GraphPad Prism versién 5.01.



4. RESULTADOS



4.1. Pardmetros evaluados en los frutos

4.1.1. Indice de madurez

En la recoleccién de los frutos, el indice de madurez (IM) fue diferente entre las variedades
estudiadas (p < 0,0001), al igual que la interaccién variedad x afio (p < 0,0001). En cambio, no

fue significativo el efecto afio (p = 0,0865) (Tabla 4).

Tabla 4: Indice de madurez promedio de dos temporadas (2013/2014 y 2014/2015) de los frutos de 18 variedades de
olivo de la Coleccion de la EEA INTA Junin, Mendoza

Fuente de variacién Indice de
Madurez
Variedad
Arauco 1,57 ¢
Blanqueta 2,72 de
Canino 293 cd
Criolla Salvarredi 1,98 fg
Cucci 3,27 bed
Dritta 2,71 de
Dulzal 3,63 b
Empeltre 425 a
Farga 3,52 be
Frantoio 3,42 be
Genovesa 3,48 be
Jabaluno 222 ef
Morchiaio Morettini 3,64 ab
Nebbio 1,55 ¢
Nevadillo Blanco 2,98 cd
Piangente 3,68 ab
Seleccién N°1 297 cd
Villalonga 2,15 efg
Afio
200 28
2015 '

Interaccion var x afio (p-valor) < 0,001
Diferentes letras indican diferencias significativas entre variedades (p < 0,05). ns no significativo a un o = 0,05

Las variedades ‘Nebbio’, ‘Arauco’, ‘Criolla Salvarredi’ y ‘Villalonga’ mostraron los IM mads
bajos (piel verde amarillenta) y sin diferencias significativas entre ellas. La variedad "Empeltre”
presenté el IM mads alto, 4,25 (piel negra y pulpa comenzando a oscurecerse), mostrando

diferencias significativas con el resto de las variedades, excepto con ‘Morchiaio Morettini’ y

L



‘Piangente’. Las restantes variedades presentaron valores de madurez intermedios (Tabla 4) y
fueron clasificadas considerando un IM <2 (‘Nebbio’, ‘Arauco’ y ‘Criolla Salvarredi’), entre 2
y 4 (‘Jabaluno’, ‘Villalonga’, ‘Nevadillo Blanco’, ‘Blanqueta’, ‘Dritta’, ‘Canino’, ‘Cucci’,
‘Frantoio’, ‘Piangente’, ‘Genovesa’, ‘Farga’, ‘Seleccion N°1°, ‘Dulzal’ Y ‘Morchiaio
Morettini’), y IM > 4 (‘Empeltre’). Esta clasificacién permitié definir variedades mas tempranas

y mads tardias.

La mayoria de las variedades estudiadas, presentaron en promedio, mayor IM la segunda
temporada (2014/2015) respecto de la primera (2013/2014) (Fig.3), sin embargo las diferencias
entre afios no fueron significativas (p = 0,0865). La interaccién variedad x afio se explica por el
hecho que las variedades ‘Frantoio’, ‘Piangente’, ‘Farga’, ‘Morchiaio Morettini’, ‘Nevadillo
Blanco’, ‘Arauco’ y ‘Nebbio’ presentaron indices de madurez mds bajos en la segunda
temporada respecto de la primera, mientras que las variedades ‘Empeltre’ y ‘Jabaluno’ no

mostraron diferencias en los dos afios de evaluacién (Fig. 3).

2014 2015
Arauco
Villalonga 5 Blanqueta
Seleccién .
N°l 4 Canino
Piangente 3 Criolla
e Salvarredi
2
Nevadillo .
| n
Blanco Cucci
0
Nebbio Dritta
Morchiaio
Morettini Dulzal
Jabaluno Empeltre
Genovesa Farga
Frantoio

Figura 3: Indice de madurez de dos temporadas (2013/2014 y 2014/2015) en frutos de 18 variedades de olivo de la
Coleccion de la EEA INTA Junin, Mendoza



4.1.2. Peso de los frutos y relacion pulpa/carozo

Los frutos presentaron diferencias significativas entre las variedades tanto para el peso
(p < 0,0001) como para la relaciéon pulpa/carozo (p < 0,0001). La relacion P/C fue significativa
para la interaccién variedad x afio y entre afios (p < 0,0001), siendo mayor la segunda
temporada respecto de la primera (Tabla 5). El efecto afio y la interaccién variedad x afio no

fueron significativos para el peso de los frutos (p = 0,0138 y p = 0,8420) (Tabla 5).

Tabla 5: Peso y relacién pulpa/carozo de los frutos de 18 variedades de olivo de la Coleccién de la EEA INTA Junin,
Mendoza. Datos promedio de dos temporadas (2013/2014 y 2014/2015)

Fuente de variacién Peso del fruto (g)  Pulpa/ Carozo
Variedad
Arauco 559 b 7,75 b
Blanqueta 248 7,57 be
Canino 4,52 de 5,22 fg
Criolla Salvarredi 563 b 9,05 a
Cucci 7,75 a 7,20 bc
Dritta 2,84 f 3,93 h
Dulzal 4,11 e 7,07 ¢
Empeltre 4,85 cd 5,98 de
Farga 2,86 f 4,62 h
Frantoio 2,59 f 4,05 h
Genovesa 5,36 bc 7,70 b
Jabaluno 6,93 a 8,60 a
Morchiaio Morettini 2,62 f 4,63 gh
Nebbio 2,46 f 5,97 de
Nevadillo Blanco 5,52 bc 8,60 a
Piangente 2,52 5,37 f
Seleccion N°1 3,97 cde 5,55 ef
Villalonga 4,12 de 6,47 d
Ailo

2014 4,03 577 b

2015 447 722 a
Interaccion var x afio (p-valor) 0,842 <0,0001

Diferentes letras dentro de cada columna indican diferencias significativas entre variedades (p < 0,05).

ns no significativo a un o = 0,05

Las variedades se pueden agrupar segin el peso promedio de los frutos (PF) (Fig. 4). En un

primer grupo las variedades ‘Cucci’ y ‘Jabaluno’ con frutos de mayor peso (PF > 6 g). En el



segundo las variedades ‘Criolla Salvarredi’, ‘Arauco’, ‘Nevadillo Blanco’, ‘Genovesa’,
‘Empeltre’, ‘Dulzal’, ‘Canino’, ‘Villalonga’ y ‘Seleccion N°1° con frutos de peso mediano (4 g
< PF > 6 g). El dltimo grupo formado por las variedades de menor peso (PF < 4 g) ‘Dritta’,
‘Farga’, ‘Piangente’, ‘Morchiaio Morettini’, ‘Nebbio’, ‘Frantoio’ y ‘Blanqueta’. En la figura 4,
ademads se observa que el peso del carozo no varié significativamente entre variedades.
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Figura 4: Peso promedio de dos temporadas (2013/2014 y 2014/2015) de carozo y pulpa en frutos de 18 variedades
de olivo de la Coleccion de la EEA INTA Junin, Mendoza. Barras de error +lee (n = 3)

En la figura 5, ‘Criolla Salvarredi’ present6 la mayor relacion pulpa/carozo promedio, sin
diferencias significativas con ‘Jabaluno’ y ‘Nevadillo Blanco’. Los valores mas bajos se
observaron en las variedades ‘Dritta’, ‘Farga’, ‘Frantoio’ y ‘Morchiaio Morettini’ sin

diferencias significativas entre ellas (Tabla 5).

Asi, las variedades ‘Criolla Salvarredi’, ‘Jabaluno’ y ‘Nevadillo Blanco’ con una relacién
pulpa/carozo alta (promedio superior a 8,5) presentaron frutos de mayor tamaifio (PF > 5 g). En
tanto que las variedades con menor relacién P/C (promedio menor a 5) ‘Morchiaio Morettini’,

‘Farga’, ‘Frantoio’ y ‘Dritta’ presentaron frutos de bajo peso (PF <3 g).
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Figura 5: Relacién pulpa-carozo (P/C) de dos temporadas (2013/2014 y 2014/2015) de 18 variedades de olivo de la
Coleccion de la EEA INTA Junin, Mendoza. Barras de error +lee (n = 3)

En la figura 6 se representan las curvas de regresion lineal entre la relacién P/C y PF para las
dos temporadas. Mediante un test de correspondencia se compararon las pendientes y ordenadas
al origen (datos no mostrados). Se determiné que la diferencia entre pendientes no fue
significativa (p = 0,9964) y por ello, es posible utilizar una nueva y tnica pendiente (0,6656).

Mientras que si hubo diferencias significativas entre las ordenadas al origen (p = 0,01214).
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Figura 6: Relacidn entre el peso promedio y la relacién pulpa/carozo de los frutos de 18 variedades de olivo para dos
temporadas (2013/2014 y 2014/2015)
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4.1.3. Humedad y materia grasa de los frutos

Se observaron diferencias significativas entre variedades (p = 0,0238) para la humedad de los
frutos. También se obtuvieron diferencias entre variedades (p < 0,0001) y entre afios
(p = 0,0008) para el contenido de materia grasa de los frutos. La interaccién variedad x afio fue
significativa para el contenido de materia grasa (p = 0,0266) pero no para la humedad de los

frutos (p = 0,2289) (Tabla. 6).

Tabla 6: Materia grasa (sobre peso seco) y humedad de los frutos de 18 variedades de olivo de la Coleccién de la
EEA INTA Junin, Mendoza. Datos promedio de dos temporadas (2013/2014 y 2014/2015)

.. Materia Humedad de los
Fuente de variacion

grasa (%) frutos (%)

Variedad
Arauco 55 bcd 61 ab
Blanqueta 56 bc 62 ab
Canino 56 bc 50 bc
Criolla Salvarredi 55 bc 61 ab
Cucci 62 a 54 abc
Dritta 53 cde 61 ab
Dulzal 48 ef 56 abc
Empeltre 47 £ 62 a
Farga 56 bc 46 ¢
Frantoio 57 bc 48 ¢
Genovesa 58 b 46 ¢
Jabaluno 50 ef 62 ab
Morchiaio Morettini 56 bc 52 abc
Nebbio 55 bc 55 abc
Nevadillo Blanco 51 def 61 ab
Piangente 50 ef 57 abc
Seleccion N°1 55 bcd 61 ab
Villalonga 57 be 53 abc
Afio

2014 59 a 55 ns

2015 53 b 56
Interaccion var x afio (p-valor) 0,0266 0,2289

Diferentes letras dentro de cada columna indican diferencias significativas entre variedades (p < 0,05).
ns no significativo a un a = 0,05.
Los frutos con mayor contenido de materia grasa fueron los de la variedad ‘Cucci’ (62 %), con
diferencias significativas respecto del resto de las variedades, mientras que el menor contenido

graso lo presentaron ‘Empeltre’, ‘Dulzal’, ‘Jabaluno’, ‘Piangente’ y ‘Nevadillo Blanco’ < 52 % s



(Tabla 6). El contenido de materia grasa para el aio 2014 fue significativamente superior al

2015, presentando valores de 59 y 53 % respectivamente (p = 0,0008).

Por otro lado, los frutos con mayor humedad fueron ‘Empeltre’, ‘Blanqueta’ y ‘Jabaluno’ con el
62 %, sin diferencias significativas respecto de ‘Arauco’, ‘Criolla Salvarredi’, ‘Dritta’,
‘Nevadillo Blanco’, ‘Selecciéon N°1°, ‘Cucci’, ‘Dulzal’, ‘Morchiaio Morettini’, ‘Nebbio’,
‘Piangente’ y ‘Villalonga’, mientras que el contenido mds bajo de humedad de los frutos lo
presentaron las variedades ‘Frantoio’, ‘Genovesa’ y ‘Farga’, sin diferencias significativas con

‘Cucci’, ‘Dulzal’, ‘Morchiaio Morettini’, ‘Nebbio’, ‘Piangente’, ‘Villalonga’ y ‘Canino’.

En la figura 7 se observa una tendencia negativa entre la humedad y el contenido de materia
grasa de los frutos de las 18 variedades evaluadas en dos temporadas de andlisis. Si bien el
ajuste fue bajo, la relacion estadisticamente result6 significativa (p-valor = 0,0094). Asimismo,

se observo que estos dos pardmetros estuvieron negativamente correlacionados (r = -0,40).
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Figura 7: Relacién entre humedad y materia grasa de los frutos de 18 variedades de olivo para dos temporadas
(2013/2014 y 2014/2015). MG= materia grasa de los frutos; HF= humedad de los frutos



4.2. Caracteristicas de los aceites de oliva virgen extra
4.2.1. Caracterizacion general de los aceites

4.2.1.1. Rendimiento industrial

Se observaron diferencias significativas entre variedades (p < 0,0001), entre afios (p = 0,0234),
y también fue significativa la interaccion variedad x afio (p =0,0061). ‘Villalonga’ presento el
mayor rendimiento industrial sin diferencias significativas respecto de ‘Morchiaio Morettini’.
Mientras que ‘Empeltre’ present6 el valor mas bajo. Ademas se observo una diferencia mayor a

cuatro veces y media entre los valores extremos (Tabla 7).

Tabla 7: Rendimiento industrial promedio de dos temporadas (2013/2014 y 2014/2015) de los frutos de 18 variedades
de olivo de la Coleccion de la EEA INTA Junin, Mendoza

Rendimiento

Fuente de variacion . .
industrial (%)

Variedad

Arauco 11 def
Blanqueta 12 cde
Canino 14 bc
Criolla Salvarredi 10 ef
Cucci 8 f
Dritta 14 cde
Dulzal 12 cde
Empeltre 4 g
Farga 11 def
Frantoio 13 bed
Genovesa 14 bed
Jabaluno 8 f
Morchiaio Morettini 13 ab
Nebbio 15 bc
Nevadillo Blanco 10 def
Piangente 14 def
Seleccién N°1 10 ef
Villalonga 18 a
Aiio

2014 11 b
2015 12 a
Interaccion var x aiio (p-valor) 0,0061

Diferentes letras indican diferencias significativas entre variedades (p < 0,05).



En promedio el afio 2015 (12%) presenté mayor rendimiento industrial respecto al 2014 (11%)
para la mayoria de las variedades. Sin embargo, las variedades ‘Morchiaio Morettini’ y
‘Empeltre’ presentaron mayor porcentaje de rendimiento industrial en la primera temporada
respecto de la segunda, mientras que las variedades ‘Frantoio’, ‘Arauco’, ‘Farga’ y ‘Seleccién

N°1’ se mantuvieron constantes. Esto explicaria la interaccion variedad x afio (Fig. 8).

25
m2014 2015
20
~ - I
\L
SR [
S 15 = = T
2 -l- I I T ]V IT T i I T
g - i
E T I'r T T
S 10
5 -
5 5
e
5 -
a4
0
D . O .0 P D O D X O 0D D D> O K
OQ% . é\\\*\ \60\ \\& &‘ & {\o\ 06‘ 0\43” @é‘ %& 0&}0 &% <~ éz,b CPQ \00 b\*
.\\q} & P < & <¢@\ é& 3 §% RS < RO S
AN ‘ 0@ & ! Q\ .\\\0 600 %‘b‘ N Q/
> & %@\\\‘b
&CNJQ\ ‘Z/J4 Q&\
d
@ Variedades

Figura 8: Rendimiento industrial de aceite (%) de los frutos de 18 variedades de olivo durante dos temporadas
(2013/2014 y 2014/2015). Barras de error +lee (n = 3)
Mediante un andlisis de correlacién (datos no mostrados), se evalud la correspondencia entre el
rendimiento industrial y el contenido de materia grasa de los frutos (r = 0,27), siendo esta
significativa (p = 0,01). Ademads, se evalud el rendimiento industrial respecto de la humedad de

los frutos, dando una correlacién negativa (r=-0,47).

4.2.1.2. Acidez libre

Se observé un efecto significativo de la variedad (p < 0,0001) y de la interaccion variedad x afio

(p <0,0001), en tanto que el efecto afio no fue significativo (p = 0,751) (Tabla 8).



El intervalo para esta variable, expresada como porcentaje de acido oleico, estuvo entre 0,66 %

para la variedad ‘Canino’ y 0,18 % para la variedad ‘Seleccion N°1°.

Tabla 8: Acidez libre promedio durante dos temporadas (2013/2014 y 2014/2015) del aceite de 18 variedades de
olivo de la Coleccion de la EEA INTA Junin, Mendoza

Acidez libre

Fuente de variacion (% acido
oleico)

Variedad
Arauco 0,25 fg
Blanqueta 0,45  bed
Canino 0,66 a
Criolla Salvarredi 021 g
Cucci 024 ¢
Dritta 0,35 def
Dulzal 0,43 cd
Empeltre 0,28 efg
Farga 024 g
Frantoio 0,38 de
Genovesa 0,25 fg
Jabaluno 024 ¢
Morchiaio Morettini 0,55 ab
Nebbio 0,51 bc
Nevadillo Blanco 0,53 bc
Piangente 023 ¢
Seleccién N°1 0,18 g
Villalonga 023 g
Afio
2014 0,35 ns
2015 0,35
Interaccion var x afio (p-valor) <0,0001

Diferentes letras indican diferencias significativas entre variedades (p < 0,05).

ns no significativo a un o = 0,05.

Las variedades restantes tuvieron valores intermedios y fueron clasificadas en dos grupos, uno
formado por las variedades ‘Selecciéon N°1°, ‘Criolla Salvarredi’, ‘Piangente’, ‘Villalonga’,
‘Cucci’, ‘Farga’, ‘Jabaluno’, ‘Arauco’, ‘Genovesa’ y ‘Empeltre’, que presentaron un porcentaje
de acidez mads bajo (< 0,3 %), y sin diferencias significativas entre ellas, y otro grupo formado
por variedades con mayor acidez (‘Canino’, ‘Morchiaio Morettini’, ‘Nevadillo Blanco’,

‘Nebbio’, ‘Blanqueta’, ‘Dulzal’, ‘Frantoio’ y ‘Dritta’).



Las variedades ‘Arauco’, ‘Canino’, ‘Frantoio’, ‘Nevadillo Blanco’ y ‘Nebbio’ presentaron un
porcentaje de 4cido oleico mds bajo al segundo afio de molienda respecto del primero, mientras
que por el contrario, las variedades ‘Blanqueta’, ‘Morchiaio Morettini’, ‘Piangente’ y ‘Dulzal’
tuvieron un porcentaje de dcido oleico mayor al segundo afio de molienda. Esto explicaria la

interaccién variedad x afio, independientemente que el efecto afio no fue significativo.

4.2.1.3. Estabilidad oxidativa

La estabilidad oxidativa mostrd diferencias entre variedades (p < 0,0001) pero no entre afios

(p =0,592). También fue significativa la interaccién variedad x afio (p < 0,0001) (Tabla 9).

Tabla 9: Estabilidad oxidativa promedio de dos temporadas (2013/2014 y 2014/2015) del aceite de 18 variedades de
olivo de la Coleccion de la EEA INTA Junin, Mendoza

Estabilidad

Fuente de variacion L.
oxidativa (h)

Variedad

Arauco 9,25 ghi
Blanqueta 11,18  fgh
Canino 9,55 ghi
Criolla Salvarredi 11,36 fg
Cucci 9,07 hi
Dritta 7,50 i
Dulzal 14,94 cd
Empeltre 16,87  bc
Farga 12,58  ef
Frantoio 9,28 ghi
Genovesa 14,50 de
Jabaluno 20,28 a
Morchiaio Morettini 12,74 def
Nebbio 11,37 fg
Nevadillo Blanco 20,74  a
Piangente 19,11 ab
Seleccion N°1 9,63 ghi
Villalonga 14,32 de
Ailo

2014 13,15

2015 1203 ™
Interaccion var x afio (p-valor) <0,0001

Diferentes letras indican diferencias significativas entre variedades (p < 0,05).

ns no significativo a un a = 0,05.



Las variedades con mayor resistencia al enranciamiento fueron ‘Nevadillo Blanco’, ‘Jabaluno’ y
‘Piangente’ con mas de 19 h cada una, mientras que en el otro extremo se encontré ‘Dritta’ sin
diferencias significativas respecto de ‘Cucci’, ‘Arauco’, ‘Frantoio’, ‘Canino’ y ‘Seleccion N°1°,
con menos de 10 h en promedio de resistencia al enranciamiento. Las restantes variedades
(‘Empeltre’, ‘Dulzal’, ‘Genovesa’, ‘Villalonga’, ‘Morchiaio Morettini’, ‘Farga’, ‘Nebbio’,
‘Criolla Salvarredi’ y ‘Blanqueta’) presentaron valores promedios superiores a las 10 h de

resistencia al enranciamiento (Fig. 9).
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Figura 9: Estabilidad Oxidativa (expresada en horas) del aceite de 18 variedades de olivo durante dos temporadas
(2013/2014 y 2014/2015). Barras de error +lee (n = 3)

Las variedades ‘Dritta’, ‘Farga’ y ‘Nevadillo Blanco’ presentaron mayor resistencia al
enranciamiento en el primer afio respeto del segundo. Por el contrario ‘Dulzal’, ‘Jabaluno’,
‘Frantoio’, ‘Morchiaio Morettini’, ‘Nebbio’ y ‘Piangente’ presentaron mayor resistencia al
enranciamiento en la segunda temporada, lo que explicaria la interaccién variedad x afio

(Fig. 9).



4.2.1.4. Coeficiente de extincion K

Estos pardmetros fueron medidos tinicamente en la segunda temporada. Para el coeficiente K23,
se observaron diferencias significativas entre variedades (p = 0,0004). Los valores extremos
fueron 3,91 y 1,13, correspondientes a las variedades ‘Dritta’ y ‘Nevadillo Blanco’,

respectivamente (Tabla 10).

Tabla 10: Coeficientes de extincion temporada 2014/2015 de 18 variedades de olivo de la Coleccion de la EEA INTA
Junin, Mendoza

Variedad K232 Ka70
Arauco 2,97 abc 0,16 ab
Blanqueta 349 a 0,15  abc
Canino 2,76  abcd 0,16 ab
Criolla Salvarredi 3,08 abc 0,17 a
Cucci 2,87 abed 0,09  hi
Dritta 391 a 0,11  efg
Dulzal 2,03 cde 0,09  ghi
Empeltre 1,82 de 0,11  ef
Farga 2,76 abcd 0,10  fgh
Frantoio 3,01 abc 0,12 de
Genovesa 3,89 a 0,10  efgh
Jabaluno 1,88 e 0,12 ef
Morchiaio Morettini 2,65 abed 0,14  bc
Nebbio 2,08 cde 0,15  abc
Nevadillo Blanco 1,13 e 0,08 i
Piangente 3,30 ab 0,14  «cd
Selecciéon N°1 3,62 a 0,14  cd
Villalonga 2,37 bed 0,11  ef

Diferentes letras indican diferencias significativas entre variedades dentro de cada columna (p < 0,05).

Las restantes variedades presentaron valores intermedios y fueron clasificadas en dos categorias.
El primer grupo estuvo formado por variedades con un K3, menor a 2,5 (valor maximo fijado
por el COI): ‘Villalonga’, ‘Nebbio’, ‘Dulzal’, ‘Jabaluno’, ‘Empeltre’ y ‘Nevadillo Blanco’,
mientras que el segundo grupo lo formaron las variedades con un coeficiente de extincién Koz
mayor a 2,5: ‘Dritta’, ‘Genovesa’, ‘Seleccién N°1°, ‘Blanqueta’, ‘Piangente’, ‘Criolla

Salvarredi’, ‘Frantoio’, ‘Arauco’, ‘Cucci’, ‘Canino’, ‘Farga’ y “Morchiaio Morettini’ (Fig. 10).
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