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Resumen

La presencia de distintos compuestos quimicos en el aceite de oliva
virgen esta definida por distintos factores, como las condiciones
edafoclimaticas de la zona de produccion, la madurez al momento de la
cosecha de las aceitunas, los métodos de extraccidon del aceite y la
conservacion del mismo. En los ultimos quince afios se produjo un incremento
de la produccion de aceite de oliva en la Provincia de La Rioja, destacandose
principalmente la variedad Arbequina y -en menor medida- Coratina, Picual y
Barnea.

La fuente grasa de la dieta mediterranea es el aceite de oliva. En los
ultimos afos se redescubrieron los beneficios de esta dieta, ya no solo
asociada al acido oleico sino también a los compuestos que se encuentran en

pequefa proporcion como los fenoles, vitamina E, etc.

Como objetivo en este trabajo se plante6 evaluar parametros de calidad
referidos a los compuestos mayoritarios y minoritarios de dos variedades de
aceite de oliva producidas en el Valle Antinaco- Los Colorados (Chilecito- La
Rioja), con la finalidad de poder comparar los mismos en términos de calidad y

actividad antioxidante.

Se trabajo con seis muestras de aceite de oliva pertenecientes a cuatro
emprendimientos olivicolas del Valle Antinaco- Los Colorados. Las variedades
analizadas fueron Arbequina y Coratina y los ensayos realizados: acidez libre,
indice de peréxidos, extincién especifica, perfil de acidos grasos, presencia de
esteroles, fenoles, flavonoides, pigmentos y actividad de captacién de radicales
libres. Para cada uno de los parametros analizados se realizé un analisis de la
varianza y la determinacién de la correlacién y regresion lineal entre la CD50%
y dichos parametros. Debido a que se encontraron diferencias en los resultados
entre los emprendimientos aceiteros, se compararon entre ellos para cada

variedad de aceite.
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Los parametros de calidad analizados, permiten clasificar a cuatro de los
aceites estudiados en la categoria de aceite de oliva virgen extra. Los dos
restantes, a pesar de estar etiquetados como aceite de oliva virgen extra, no

cumplen con los requisitos correspondientes a esta calidad.

El contenido de acido oleico fue en promedio de 58,36 % para Arbequina
y 73,41 % para Coratina. Los valores de fenoles fueron significativamente
mayores para la variedad Coratina. Clasificandose a esta como alto en fenoles,
en cambio los aceites de la variedad Arbequina como muy bajo en fenoles. Se
registr6 mayor contenido de pigmentos (clorofilas y carotenoides) en los aceites
de la variedad Coratina, siendo las diferencias significativas para las clorofilas.
El potencial antioxidante fue significativamente mayor para los aceites de la
variedad Coratina (425,03 mg.mL" y 170,96 mg.mL"para Arbequina y Coratina
respectivamente). De acuerdo a los resultados de correlacién lineal se puede
indicar que el poder antiradicalario de los aceites estudiados depende del
contenido de fenoles en la variedad Coratina y la concentracion de

carotenoides en la variedad Arbequina.

Existe una marcada diferencia varietal en la composicion de Arbequina y
Coratina. De acuerdo a los resultados obtenidos, el aceite de la variedad
Coratina presentaria mejores propiedades antioxidantes que el aceite de la

variedad Arbequina.
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Lista de abreviaturas

ha Hectarea

tn Tonelada

°C Grado centigrado

N> Nitrégeno

OMS Organizacion mundial de la salud
mg/kg miligramo/ kilogramo

mm milimetro

mEQ Miliequivalente

N Normal

nm Nanometro

mP MiliPascal

mL Mililitro

PV Peso en volumen

ML Microlitro

Mg Microgramo

DPPH 1,1-difenil-2- picrilhidrazil
CD50 Concentracion depuradora 50
P Peso

Abs Absorbancia

R? Coeficiente de regresion lineal
DS Desviacion estandar

O/L Relacion oleico/linoleico

< Menor que

> Mayor que

msnm Metros sobre el nivel del mar
AGMI Acidos grasos mono insaturados
cLDL Lipoproteinas de alta densidad

cHDL Lipoproteinas de baja densidad

kg Kilogramo

ABTS Acido 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico

TEAC Acido6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromo-2-acido carboxilico

ORAC Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno
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BHT Butil hidroxitolueno

Vs Versus

EAG Equivalentes de acido galico

> Mayor o igual

ANOVA  Andlisis de la varianza

IM indice de madurez
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Origen y distribucion del cultivo de olivo

El olivo, la vid, la higuera y la palmera datilera constituyen los cultivos
mas antiguos conocidos. El cultivo del olivo se origina en la zona de Creta en el
afio 5000 a.C. En principio los Fenicios y luego los Arabes fueron los
encargados de difundir su cultivo a toda Europa, especialmente en toda la
cuenca del mar Mediterraneo. Con la llegada de los espafioles a América, fue
introducido en el continente. Hoy en dia también se lo cultiva en Sudéafrica,
China, Japon y Australia. (Pastrana Moncayo, 2016) (Figura 1).

Figura 1. Actuales zonas productoras de aceite de oliva en el mundo. Morcillo
Bravo (2016).

El olivo se comenzd a cultivar en la Argentina en la época de la
colonizacion espanola en la zona de la actual ciudad de Aimogasta
(departamento Arauco- provincia de La Rioja). A fines del siglo XIX, su cultivo
recibe un gran impulso, aunque en la década de 1960 su produccion disminuye
debido a la importante competencia del aceite de girasol. Esta tendencia se
revirtié en la década del noventa gracias al aumento del precio del aceite y de
las campanas sobre los beneficios del consumo del de oliva en la salud
humana. Ademas, fueron fundamentales las medidas de apoyo a la produccién
a través de las Leyes de Diferimiento Impositivos para emprendimientos
industriales, agricolas, ganaderos y turisticos (Leyes N° 22.021 en la Rioja;
22702 en Catamarca y 22973 en San Juan). Antes de la promulgaciéon de las

mencionadas leyes, las zonas olivicolas eran Mendoza, San Juan y Cérdoba,
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a las que se incorporaron Catamarca y La Rioja, adquiriendo estas ultimas
preponderancias en la produccion de aceite de oliva. El Valle Antinaco- Los
Colorados resulté ser una de las regiones de mayor produccion de aceite de
oliva.

La Argentina se encuentra posicionada como el principal productor de
aceite de oliva de América y esta ubicada en el quinto lugar como exportador
en el mundo después de la Unién Europea, Tunez, Siria y Turquia (Ministerio
de Agroindustria, 2018). Segun el Ministerio de Agroindustria de Argentina,
“‘mas del 50% de la superficie olivicola corresponde a variedades para la
produccion de aceite, 20% para el consumo directo y alrededor de un 28% esta
implantada con variedades doble propdsito”. De acuerdo a las hectareas
plantadas, Catamarca ocupa el primer lugar con un 27% del total nacional,
seguida por La Rioja, con un 26%, San Juan con el 24,6% y Mendoza con el
16,8%. Del total de 83.400 ha en produccidn, la provincia de La Rioja posee
25.000 ha, Mendoza 20.600 ha, San Juan 18.200 ha, Catamarca 12.700 ha. Y
el resto se distribuye en menor medida en Cérdoba (5.000 ha), Buenos Aires
(1.800 ha) y Rio Negro (500 ha) (Figura 2).

Figura 2. Principales provincias productoras de aceite de oliva. Fuente

Subsecretaria de Programacion Microeconémica 2018.
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En promedio se cosechan, en el Valle Antinaco- Los Colorados, 400.000
toneladas de oliva, la mitad de las cuales son destinadas a la molienda para la
obtencion de aceite. Segun el “Documento de actualizacion de la estrategia
provincial para el sector agroalimentario (EPSA)”, publicado por el Ministerio de
Produccion y Agroindustria de la provincia de La Rioja-julio de 2014- el 37 % de
la produccion de aceite de oliva de la provincia corresponde al Valle Antinaco-
Los Colorados. Con igual porcentaje se encuentra el departamento Capital y
con un 25% el departamento Arauco, cuna de la olivicultura nacional. La
variedad mas utilizada para la obtencion de aceite es la Arbequina, mientras
que la Manzanilla se utiliza con doble propésito. Con un rendimiento industrial
cercano al 20%, la produccién de aceite promedia 38.000tn, de las cuales se
exporta alrededor del 80%.

“El buen aceite de oliva es considerado sinébnimo de buen gusto y
refinamiento en los platos que preparamos todos los dias” indica el portal del
Ministerio de Agroindustria al referirse a la cadena olivicola. Ademas, este
aceite es cada vez mas utilizado en la gastronomia debido a sus potenciales
beneficios nutricionales y su sabor. Segun datos de la cartera agroindustrial, el
aceite de oliva argentino se destaca por condiciones agroclimaticas
diferenciadas segun zona de cultivo de las olivas y una produccién contra
estacion respecto del hemisferio norte. Los avances tecnoldgicos incorporados
en el cultivo (Figuras 3 ay b) y procesamiento del aceite mejoraron la calidad,
pudiendo competir en diferentes mercados, posicionandose a la altura de las

exigencias mundiales.

Figura 3. Avances tecnoldgicos incorporados a la produccion de olivos del
Valle Antinaco- Los Colorados. a. Riego por goteo, Finca A. b. Cosecha

automatizada, Finca U.
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Variedades cultivadas

El nombre cientifico del olivo cultivado en Argentina es Olea europea L.
Es la unica especie de la familia Oleaceae comestible. Se trata de una especie
lefiosa muy resistente a las sequias, sensible a las temperaturas inferiores a
los 10°C, de crecimiento lento, con hojas perennes que puede alcanzar una
altura de quince metros. La altura es regulada de acuerdo a las condiciones de
produccion. La forma del fruto, drupa con una sola semilla, es de elipsoidal a
globosa. Principalmente, estda formado por tres tejidos, endocarpo (carozo o
hueso), mesocarpo (pulpa) y exocarpo (piel) (Figura 4). Mide de 1 a 4 cm de
longitud y de 0,6 a 2 cm de diametro, dependiendo de la variedad. (Bauza, et
al, 2011)

Figura 4. Partes de la aceituna: exocarpo (1-2%), mesocarpo (68-86%) vy
endocarpo (20-30%).

Las principales variedades que se producen en Argentina son Arauco,
Arbequina, Manzanilla, Picual, Barnea, Coratina, Arbosana y Hojiblanca, ente
otras (Gomez del Campo, et al, 2010). La variedad Arbequina es muy
productiva, iniciandose en forma precoz. De maduracion temprana (marzo en el
Valle bajo estudio), y resistente a las heladas, presenta buen rendimiento graso
(alrededor de 20,5%, base humeda). Los frutos son pequefios, esféricos y
arracimados. (Bauza, et al, 2011; Ponce Flores, et al, 2014; Pastrana Moncayo,
2016). El arbol de la variedad Coratina presenta un vigor medio, entra en

produccion en forma precoz, con buena productividad; es resistente al frio. Los
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frutos son de tamafo medio, con una maduracion tardia (junio- julio en la zona
de estudio). El aceite presenta excelentes calidades organolépticas y buena
estabilidad oxidativa (Ponce Flores, et al, 2014) (Figuras 5 ay b).

Figura 5. Variedades de aceitunas analizadas. a- Arbequina, b- Coratina.

El aceite de oliva

De acuerdo al articulo 535 del Cédigo Alimentario Argentino:

Se entiende por Aceite de oliva, el obtenido de los frutos de Olea europaea L.
Se denominan Aceites de oliva virgenes a los obtenidos a partir del fruto del
olivo exclusivamente por procedimientos mecanicos y técnicos adecuados y
purificado solamente por lavado, sedimentacion, filtracion y/o centrifugacion
(excluida la extraccion por disolventes). El aceite de oliva obtenido por presion
y sometido a proceso de refinacion se designara como Aceite de oliva refinado.
Con la designacion de Aceite de Oliva (sin otra denominacion) se entiende a

una mezcla de aceite de oliva virgen con aceite de oliva refinado.

El aceite de oliva es uno de los pocos que puede ser consumido sin un

proceso de refinado y sin el agregado de conservantes.

Proceso de extraccion del aceite de oliva
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En Argentina, la cosecha de aceitunas se realiza entre los meses de
febrero y julio, dependiendo de la zona de cultivo y la variedad recogida. Este
proceso se lleva a cabo cuando el grado de madurez y contenido de aceite es
el 6ptimo. Existen distintos trabajos en los que se ha estudiado la influencia de
factores genéticos, ambientales y agronédmicos en la acumulacién de aceite y la
calidad del mismo para establecer el momento exacto para la recoleccion de
las aceitunas (Rondanini, et al., 2014; Bodoira, et al., 2016; Trentacoste, et al.,
2019). Los productores aprovechan los cambios de color del fruto (indice de
madurez, IM) como indicador para comenzar con la cosecha (Araniti, 2013). Sin
embargo, este indicador no siempre es valido porque la maduracion de la fruta
y la tasa de acumulacion de aceite pueden cambiar con el cultivo y las
condiciones ambientales (Bodoira, et al., 2016).

En los emprendimientos estudiados, la cosecha se realiza con
cosechadoras vibradoras y/o cabalgantes (Figura 3- b). Las aceitunas, una vez
cosechadas, son transportadas inmediatamente a la fabrica para ser
procesadas. No deben pasar mas de 12 h para lograr un aceite de oliva virgen
extra. Ese lapso de tiempo es importante ya que cuando las aceitunas se
amontonan, se produce un aumento de la temperatura produciéndose la
proliferacion de mohos y levaduras que alteraran la materia grasa contenida en
las aceitunas, favoreciendo la hidrolisis de los acidos grasos (aumentando la
acidez del aceite), lipdlisis enzimatica o microbiana y oxidacién del aceite
(Bauza, et al., 2011). En la fabrica, el primer paso es la eliminacion de
impurezas que pueden traer las frutas (hojas, tallos, piedras, etc.), a través de
un lavado con agua y decantacion (Figura 6-A).

Las aceitunas, a través de una cinta transportadora, son depositadas en
el interior del tambor para proceder a la molienda, donde un sistema de
martillos inicia la trituracion. Si este proceso se realiza con elevada velocidad
aumenta la temperatura estresando las aceitunas. El objetivo de este paso es
la rotura de las membranas celulares del fruto, a través de un proceso de
cizallamiento, para dejar en libertad los glébulos de aceite contenidos en las
vacuolas. Las gotas de aceite se agrupan y en contacto con el agua forman

una emulsion.
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El proceso siguiente es el amasado que tiene como finalidad obtener
una fase oleosa continua. Se debe llegar a una temperatura de trabajo de
32°C, para facilitar la separacion sélido-liquido, liberandose el aceite disperso
en la masa molida. Se procura alcanzar un equilibrio en el amasado entre la
temperatura y el tiempo del mismo ya que un exceso de temperatura favorece
el rendimiento, pero un tiempo prolongado y el aumento de la temperatura
disminuye la calidad del aceite por la pérdida de compuestos volatiles y mayor

contacto con el oxigeno, lo que aceleraria proceso de oxidacién (Figura 6-B).

La pasta de aceitunas obtenida pasa a la ultima etapa para la separacion
definitiva del orujo, el aceite y el agua. Este proceso consiste en un
centrifugado de dos fases para las aceiteras de donde provienen las muestras
analizadas (la extraccion se puede realizar en centrifugas de tres fases).Se
realiza en centrifugas horizontales llamadas “Decanter” (Figura 6-C). El aceite
obtenido contiene una cantidad minima de agua que es posteriormente

extraida en una centrifuga vertical (Figura 6-D).

Los aceites son depositados-durante 24 h como minimo y 30 dias como
maximo- en tanques para que sedimente los sélidos que pudieron quedar luego
de la centrifugacion y para clarificarlo, ya que en ese proceso se produjo la
aireacion del aceite, produciendo cierta turbidez. Luego de esta etapa, los
aceites son almacenados en tanques de acero inoxidable (Figura 6-E), con
atmosfera modificada (N2), en ambientes a temperaturas bajas, iluminacién

moderada y alejada de focos que puedan conferir sabores extrafios al aceite.

Pueden ser envasados o vendidos a granel. Cuando son envasados se

lo debe proteger del calor, la luz y el oxigeno presente en el espacio de cabeza.
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Figura 6. Proceso de obtencion de aceite de oliva: A- Zona de patio de
la fabrica donde las aceitunas son lavadas y se extraen distintos solidos que
pueden acarrear desde la zona de cultivo y cosecha, B- Amasadora, C-
Centrifuga horizontal “Decanter”, D- Aceite obtenido luego de ser sometido al
centrifugado vertical, E- Zona de almacenamiento del aceite.(Gentileza finca
Aimurai).

Parametros quimicos del aceite de oliva

La composicién del aceite de oliva varia de acuerdo a distintos factores
como clima, practicas agricolas, caracteristicas tecnologicas de obtencion y
variedad de aceitunas procesada (Tous, et al., 1997; Bodoira, et al., 2016; Lara
Ortega, 2017; Sanchez-Rodriguez, et al., 2018; Rousseaux, et al.; 2020). Pero,
puede establecerse que esta formado por dos fracciones, una saponificable,
constituida por triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos y en menor medida

acidos grasos, que de acuerdo a la proporcion presente (98%), se los llama

23



Evaluacién de pardmetros de calidad de los compuestos mayoritarios y minoritarios de dos variedades de aceite de
oliva: Arbequina y Coratina del Valle Antinaco- Los Colorados” Patricia Bortnyk

compuestos mayoritarios. La otra fraccion, denominada no saponificables
incluye una gran cantidad de compuestos como fenoles, esteroles, tocoferoles,
pigmentos, compuestos volatiles, entre otros. Estos compuestos se encuentran
en menor proporcion en el aceite por lo que se los conoce como compuestos
minoritarios (Pérez Martinez, et al., 2007; Fuentes de Mendoza, 2013; Bodoira,
et al., 2016; Lazzerini, et al., 2017; Sanchez-Rodriguez, 2018; Sanchez-Calvo
et al., 2019).

El contenido cuali-cuantitativo de acidos grasos en el aceite de oliva
presenta especial interés porque de estos estudios pueden detectarse posibles
adulteraciones. La composicion de esta fraccion difiere de una zona de cultivo
a otra, pudiendo ser utilizados para clasificar al aceite de acuerdo a la zona de
procedencia. Los acidos grasos se encuentran esterificados, pudiendo existir
algun porcentaje de los mismos en estado libre que le conferira al aceite una
determinada acidez y como el acido oleico es el principal acido graso presente,
la acidez se expresa como porcentaje de acido oleico (Rondanini, et al., 2010;
Ceci, et al., 2010; Rondanini, et al., 2014; Pastrana Moncayo, 2016;
Trentacoste, et al., 2014; De la Rosa, et al., 2015).

Dentro de los parametros clasicos de determinacion de la calidad de un
aceite de oliva, la acidez libre constituye el principal factor a evaluar. Cuando
las aceitunas o el aceite no tuvieron un trato adecuado o cuentan con alto
contenido de agua, los aceites presentaran acidez libre alta debido a la
degradacion hidrolitica de los ésteres por la presencia de agua, por accién de
lipasas (que actuan en la interfase aceite/agua)(Torres, et al., 2010). El indice
de peréxidos y la absorbancia en el ultravioleta (K32 y Ka70) también forman
parte de los parametros clasicos para evaluar calidad. Los mismos estan
relacionados con el grado de oxidaciéon de los aceites (acidos grasos
insaturados) (Fuentes de Mendoza, 2013; EI-Gharbi, et al., 2018). De acuerdo
al valor de estos parametros, se determinara la calidad del aceite de oliva
(aceite de oliva virgen extra, aceite de oliva virgen, aceite de oliva refinado,
aceite de orujo de oliva, etc.).

La fraccion minoritaria del aceite esta constituida por una gran cantidad

de compuestos de naturaleza compleja. El contenido de estos compuestos en
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un aceite de oliva puede variar por diversos motivos, como las condiciones
agronomicas, edafoclimaticas, etc. (Cafabate-Diaz, et al., 2007; Bauza, et al.,
2011).

Desde 1990, varias organizaciones internacionales del ambito de la
nutricion, como la OMS, recomiendan un consumo diario de antioxidantes,
principalmente a través de frutas y verduras, con el fin de prevenir o atenuar
patologias asociadas al estrés oxidativo celular. Dentro de este grupo de
antioxidantes se encuentran los carotenoides, licopenos, vitaminas C y E, zinc,

selenio, etc. ademas de los compuestos fendlicos.

La composicién fendlica del aceite de oliva esta constituida por un
conjunto de compuestos, provenientes del mesocarpio y del endocarpio de la
aceituna. Cumplen la funcion de proteccién frente a distintos patdgenos y al
dafio que puede ocasionar la radiacion ultravioleta en el fruto. Estos
contribuyen con las propiedades antioxidantes al aceite de oliva, ademas de
ser uno de los principales compuestos que le confieren los atributos
organolépticos particulares, como amargor y picor, valorados positivamente
(Lozano Sanchez, 2013; Romero del Rio, 2015; Higuera Campo, 2017;
Sanchez-Rodriguez, 2018). Estos autores sostienen que la concentracion de
fenoles puede estar contemplada entre 50 y 200 mg. kg”' de aceite, pero
pueden encontrarse aceites que los contengan hasta 1000 mg. kg™ de aceite.
Los margenes que establece el Consejo oleicola internacional (COl) para el
contenido total de fenoles estan comprendidos entre 200 y 1500 mg. kg™ de

aceite.
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Figura 7. Fenoles presentes en el aceite de oliva.

Los compuestos fendlicos presentes en aceite de oliva virgen
pertenecen a cinco grupos: los acidos fendlicos, los alcoholes fendlicos
(hidroxitirosol y tirosol), flavonoides, lignanos y secoiridoides (ligustrosidos,
oleuropeinas) (Lozano Sanchez, 2013; Monasterio, et al., 2017) (Figura 7). Los
secoiridoides constituyen los compuestos fendlicos mayoritarios del aceite;
seguidos por los alcoholes fendlicos, los lignanos, flavonoides y acidos
fendlicos (Monasterio, et al., 2017, Castelli, et al., 2018).

Un exceso de agua-contenida en la aceituna o adicionada durante el
amasado- puede ocasionar, ademas de aumento de acidez del aceite- pérdida
de los compuestos fendlicos, por tratarse de compuestos solubles
mayoritariamente en agua. De esta manera, se alteraria el equilibrio de
particion entre los liquidos aumentando la fase acuosa y la pérdida del los
fenoles contenidos en la misma (Maestri, et al., 2005; Torres, et al., 2006;
Cornejo, 2018).

El mecanismo de accion de los fenoles puede explicarse de la siguiente
forma: los fenoles tienen grupos hidroxilos que pueden actuar como aceptores
de electrones, a través de reacciones redox, formando radicales fenoxil
relativamente estables, modificando la cadena de reacciones oxidativas. Estos
radicales pueden reaccionar con el iniciador de la reaccion de oxidacion,

previniendo la reaccion, descomponer peroxidos, actuar como quelante de
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iones metalicos, modificar la actividad de enzimas oxidantes (lipoxigenasa y
ciclooxigenasa) y/o para extinguir al oxigeno singlete (Maestri,et al.,2005;
Larrauri, 2016). Toda esta multiplicidad de mecanismos de accion antioxidante
hacen que los compuestos fendlicos sean estudiados buscando beneficios para
la salud y también que sean utilizados sus extractos ricos en ellos, para

extender la vida util de otros aceites (Torres, et al., 2011).

Carrasco Pancorbo, et al. (2004) encontraron en el aceite de oliva
distintos flavonoides, como flavonas, luteolina y apigenina, flavonoles como
quercetina y kaempferol, y un flavanonol, (+)-taxifolin (Figura 8). Las flavonas
son las que aparecen mayoritariamente en el aceite de oliva. El mecanismo de
accion de los flavonoides estd relacionado con los distintos grados de

hidroxilacion que poseen los distintos compuestos.
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Figura 8. Flavonoides encontrados en el aceite de oliva.

Los pigmentos son los responsables de la tonalidad final del aceite. En el
aceite de oliva virgen extra el color se debe a la presencia de clorofilas,
feofitinas, pirofeofitinas, luteina y B-caroteno (Minguez-Mosquera, 1995). La
clorofila a y b, junto a la serie b de feofitinas y pirofeofitinas, aportan al aceite
distintas gamas de colores verdes mientras que la serie a de feofitinas y
pirofeofitinas son las responsables del color pardo. Los tonos amarillos del
aceite se deben a la luteina y el B-caroteno (Fuentes, et al., 2010). Sélo un 20%
de las clorofilas del fruto estan presentes en el aceite, quedando el resto en los
subproductos. La mayor pérdida de pigmentos—clorofilas, principalmente- se

debe a los procesos de extraccion (Roca, et al., 2003; Morcillo Bravo,
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2017).Los pigmentos clorofilicos, en presencia de luz, pueden producir la
fotooxidacién del aceite, pero en condiciones de oscuridad actuan como
antioxidantes. Los carotenoides, entre los que se destaca el B- caroteno,

representan un provitaminico, precursor del retinol (Beltran Mufiz, 2013).

Efectos benéficos asociados al consumo de aceite de oliva

La dieta mediterranea esta asociada con una menor incidencia de
patologias cronicas de origen cardiovascular, artritis reumatoidea y una mayor
longevidad. Las patologias mencionadas estan relacionadas con el estrés
oxidativo, sindrome metabdlico y procesos inflamatorios (Lopez Miranda, et al.,
2008). Segun estudios epidemioldgicos realizados en Espafa, Italia y Grecia,
donde siguen la tradicional dieta mediterranea y utilizan al aceite de oliva como
principal grasa, la incidencia de cancer es menor que en el norte de Europa,
Australia o América del Norte (Wahle, et al., 2004; Lépez Miranda, et al., 2008;
Cicerale, et al., 2010; Silva, et al., 2014). Distintos trabajos relacionan las
propiedades saludables del acido oleico con el mejoramiento del perfil de
lipoproteinas plasmaticas, reduciendo potencialmente las posibilidades de sufrir
accidentes cardio-vasculares (Aguilera, et al., 2003; Olivera Lopez, 2005;
Puertollano, et al., 2010). Olivera Lépez, 2005; Lépez Miranda, et al., 2008;
Bernardini, et al.,, 2016 sostienen que el poder antioxidante del aceite de oliva
proviene de la combinacion de niveles altos de acido oleico con una serie de
antioxidantes presentes como los compuestos fendlicos, carotenoides y

vitamina E.

Gimeno Creus (2003) realizé una revision bibliografica sobre el efecto
del consumo de aceites vegetales en los valores de colesterol sérico. Reportd
que los acidos grasos poliinsaturados que contienen el aceite de maiz o de
girasol produce un descenso de las lipoproteinas cLDL y del cHDL. En cambio
el acido oleico, acido graso mono insaturado (AGMI) mayoritario del aceite de
oliva produjo el descenso de las cLDL pero sin modificar la concentracion de
las cHDL. Ademas estos autores sostienen que una dieta rica en AGMI mejora

la tolerancia a la glucosa.
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En los ultimos afios, muchas investigaciones se han centrado en los
compuestos minoritarios del aceite de oliva (Puertollano, et al., 2010; Surra, et
al., 2015; Martinez Pelaez, et al., 2016) ademas del perfil de acidos grasos que
presenta (compuesto mayoritario) para encontrar relaciones entre la
alimentacion y la prevencion de enfermedades. Casos destacados son el
consumo de acidos grasos monoinsaturados combinados con fenoles y

pigmentos.

Entre los compuestos fendlicos se pueden mencionar el tirosol y el
hidroxitirosol, estudios realizados por Bernardini, et al., (2016) atribuyen a
estos compuestos los beneficios bioldgicos sobre el organismo humano. Los
resultados de estudios observacionales realizados en animales e in vitro,
arrojaron como resultado efectos de inhibicién de enzimas participantes en el
proceso inflamatorio y de la accion metabdlica de los procarcindégenos,
previniendo la lipoperoxidacion induciendo cambios favorables en el perfil
lipidico, mejorando la funcién endotelial y presentan propiedades
antitrombdticas. Estos estudios observacionales en poblaciones mediterraneas
han sugerido que la incorporacién del aceite de oliva a la dieta puede ser
protectora contra el deterioro cognitivo relacionado con la edad y la enfermedad
de Alzheimer (Garcia, et al., 2003; Olivera Loépez, et al., 2005; Silva, et al.,
2014).

Se ha reportado que los compuestos fendlicos presentes en el aceite de
oliva son capaces de disminuir el estado de oxidacion del plasma, aumentar las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y el glutatién reducido, y disminuir la
hipertension (Weinbrenner, et al., 2004; Covas, et al., 2006; Bogani, et al.,
2007; Parkinson, et al., 2015; Hernandez, et al., 2015). Estos trabajos refuerzan
la nocion de que el consumo de aceite de oliva virgen extra reduce la incidencia
de enfermedades coronarias y seria en gran medida debido al papel protector

de los compuestos fendlicos presentes en el aceite.

Olivera Lopez (2005) trabajo con 34 ratones machos, divididos en tres
grupos, a los que le suministré entre 50 y 100 mL de aceite de oliva virgen

extra a un grupo, a otro igual cantidad de aceite de girasol y el tercero funcioné
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como testigo, entre tres y cinco dias. Al dia siguiente de cada suministro, y
durante los cinco dias siguientes, se les extrajo sangre para analizar los niveles
de fenoles (hidroxitirosol). Se constaté un aumento significativo en los niveles
de fenoles en plasma con respecto a los controles, en el grupo que recibié
aceite de oliva, y 1,9 veces mayor con respecto a los que fueron
suplementados con aceite de girasol. Estos valores maximos se lograron con el
suministro de 50 mL de aceite durante tres dias. Concluyéndose que el aceite

de oliva aumenta la concentracién de fenoles en plasma.

Miré- Casas, et al., 2002; Fité 2003 y Vissers, et al., 2004 encontraron
que la biodisponibilidad de los fenoles en humanos esta entre el 55-60%, y
Visioli, et al, (2003) y Surra, et, (2015) determinaron que esa biodisponibilidad
se produce cuando el aceite es consumido puro, no adicionado a un aceite

refinado o a algun alimento funcional.

A partir de las evidencias cientificas, la Administracién de Drogas y
Alimentos de EE. UU (FDA) ha autorizado la declaracion de propiedades
saludables en el aceite de oliva contra las enfermedades cardiovasculares. El
reglamento europeo también permite que los aceites de oliva virgen extra con
un contenido minimo de 5 mg de hidroxitirosol y sus derivados (por ejemplo, un
complejo de oleuropeina o tirosol) por 20 g de aceite de oliva lleven la etiqueta
de: “Los polifenoles del aceite de oliva contribuyen a la proteccion de los lipidos
de la sangre al estrés oxidativo” (UE resolucién No 432/2012; Castelli, et al.,
2018; Negro, et al., 2019).
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Importancia del trabajo

En Argentina, y particularmente en La Rioja, existen pocos datos
disponibles sobre el contenido de fenoles en el aceite de oliva virgen extra
comercial, a pesar de los efectos bioldgicos relevantes que presenta. El estudio
de los parametros referidos podria contribuir a posteriores estudios tendientes
a lograr la denominacién de origen protegida del aceite de oliva extra producido

en el Valle Antinaco-Los Colorados.

En este trabajo se estudiaron algunos parametros de los compuestos
mayoritarios y minoritarios de dos variedades de aceites, Arbequina y Coratina,
producidos en la zona del Valle Antinaco-Los Colorados (Departamento
Chilecito, provincia de La Rioja). Los resultados permitiran comparar en
términos de calidad, valor nutricional y potencial antioxidante las dos

variedades de aceites propuestas.
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Hipotesis
Objetivos
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Hipotesis
De acuerdo a los antecedentes anteriormente expuestos, el presente
estudio postula que aceites de oliva virgen de distintas variedades y zonas

geograficas manifestaran diferencias en parametros de calidad y actividad

bioldgica.

Objetivo General

Evaluar parametros de calidad referidos a los compuestos mayoritarios y
minoritarios de dos variedades de aceite de oliva producidas en el Valle
Antinaco-Los Colorados, con la finalidad de poder comparar los mismos en

términos de calidad, valor nutricional y actividad biolégica.

Objetivos especificos

° Determinar la acidez libre, el indice de perdxidos, la absorcién al
ultravioleta, perfil de acidos grasos, contenido de fenoles, flavonoides,
pigmentos presentes en los aceites, y potencial antioxidante,
correlacionandolo con las diferentes variedades de olivo propuestas.

° Establecer correlaciones entre la composicion de compuestos
mayoritarios y minoritarios entre las variedades de olivos seleccionadas y su

region de cultivo, comparandolas con otras zonas de cultivo.
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Materiales
meétodos
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Descripcién de la zona de estudio

El presente proyecto se realizO con muestras de aceite de oliva
procedentes de la zona del Valle Antinaco-Los Colorados, en el Departamento
Chilecito, provincia argentina de La Rioja. El Valle Antinaco-Los Colorados es
una extensa y elongada franja, ubicada entre los cordones montafiosos del
Velazco y Famatina. Se extiende desde los 30° hasta los 28° 20’ de latitud sur
(Diaz, 1989). Segun la clasificacion dada por Koéppen (BSh), el clima
predominante es el seco semiarido con un corto invierno en junio-julio, una
temperatura media anual de 18° C y 185 mm anuales de precipitaciones,
concentradas entre noviembre y marzo. Las sierras de Velazco y de Famatina
forman un corredor que influye en la direccién de los vientos, que por lo general
proceden del sur y corren con intensidad, registrandose también, en invierno y
primavera, el Zonda procedente del oeste. (Diaz, 1989; Rojas, et al., 2014). El
ambiente presenta marcadas pendientes, débil estructura de los suelos,
torrencialidad de las lluvias, escasa cobertura y congelamiento del suelo, esto
determina que numerosas areas se vean afectadas por el proceso de
desertificacién (Tomasini, 2002). Los suelos son esqueléticos, arenosos de
grano fino, surcados por cauces de rios secos. Se observa gran presencia de
Jume, lo que indica suelos salitrosos (de Alba, 1979; Rojas, et al., 2014) y la

cobertura herbacea es pobre.

En el Valle existen distintos emprendimientos agricolas, aprovechando
los recursos hidricos brindados por los deshielos del cordéon del Famatina,
entre los que se pueden destacar vifiedos, olivares y, en menor medida,
nogales. Los muestreos de aceites se realizaron en cuatro emprendimientos
agricolas ubicados en el centro-sur del Valle Antinaco-Los Colorados, estos
son: “Finca V” (29° 24" 24”’S y 67° 30" 53" O) 923 msnm, “Finca A” (29° 32’
57°S y67° 28" 36"°0) 823 msnm, “Finca G” (29° 34" 46"'S y 67° 26" 37°0) 799
msnm y “Finca U (29° 02" 31"'Sy 67° 26" 00" O) 1040 msnm (Figuras 9, 10 y
11).
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Figura 9. Localizacion de las cuatro fincas- aceiteras muestreadas.

Estos emprendimientos cuentan con Buenas Practicas Agricolas (BPA),
por lo tanto sera posible “rastrear” la procedencia de las distintas variedades de
aceitunas con respecto a la parcela de su produccién. Las variedades de aceite
analizadas fueron Arbequina (muestreos de las fincas V, U, G) y Coratina

(muestreos de las fincas V, A, G).
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Figura 10. Finca U Figura 11. Finca A

Se separaron, de la cosecha 2018, seis alicuotas de 250 mL cada una,
en frascos color caramelo para protegerlos de la luz, evitando la fotooxidacion y
eliminando la camara de aire de la parte superior para evitar la posible

oxidacion del aceite, dichos frascos fueron conservados en ambiente oscuro.
Analisis quimico
Los analisis quimicos llevados a cabo se dividieron en analisis de

calidad, analisis de pureza, compuestos minoritarios y actividad antioxidante de

los aceites.

Calidad
Acidez libre

Se expresa como porcentaje de acido oleico (por ser el acido mayoritario
en un aceite de oliva). La alta acidez es un parametro anémalo del aceite y
puede estar originado en el mal estado del fruto o en la mala conservacién de

los mismos.

La acidez libre de un aceite de oliva es uno de los parametros, junto con
el indice de peroxidos y el coeficiente de extincidon especifica, que permite su
clasificacion comercial: Aceite de oliva virgen extra, 0,8 g cada 100 g de aceite;
Aceite de oliva virgen, 2 g cada 100 g de aceite; Aceite de oliva virgen
corriente, 3,3 g cada 100 g de aceite, y Aceite de oliva lampante, superior a 3,3

g de acido oleico cada 100 g de aceite. Estos son los valores maximos
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aceptables (Cddigo alimentario Argentino, CAA; Consejo Oleicola internacional,
COQl).

Para llevar a cabo el método estandarizado (COI/T.20/Doc. No 34/Rev.
1. 2017), se colocd en un erlenmeyer entre 4 y 6 g de aceite (masa conocida),
se disolvid con 50 mL de solucién al 50 % v/v de etanol-éter etilico, se
neutralizé la mezcla de solventes con solucion de hidroxido de sodio 0,1 M
(estandarizada con ftalato acido de potasio 0,08 M) en presencia de
fenolftaleina. Posteriormente, se titul6 la acidez del aceite con la misma
solucion de hidroxido hasta aparicion de coloracién rosada tenue. La expresién

matematica utilizada para calcular la acidez fue:

V.M. 282g/mol
A= X

100
P

Siendo:

A: Grado de acidez expresado en porcentaje de acido oleico

V: Volumen consumido de hidréxido de sodio en la valoracion (mL).
M: Molaridad del hidréxido de sodio (0,1 M= 0,1 mol.L™")

P: Peso en gramos de aceite valorado (g).

282g/mol= masa /mol del acido oleico

Indice de peréxidos

Los peréxidos se originan cuando la aceituna ha sido maltratada o si el
aceite no se ha protegido de la luz y el sol (Figura 12). Por lo tanto, a mayor
indice de peréxidos menor capacidad antioxidante del aceite, por el deterioro
que pudieron haber experimentado componente de interés nutricional, como la

vitamina E.

La medida del indice de perdxidos se basa en determinar la cantidad
(meq de O3 activo.kg'1 de aceite) de perdxidos presentes en las muestras que
ocasionan la oxidacion del yoduro de potasio en las condiciones de trabajo. Se
considera un valor maximo de 20 meq de O, activo. kg™ de aceite para los
aceites virgenes (COI- 15. NC N° 3- Rev. 15. 2019).
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HO

Acida graso

2 Perdxido Hidroperaxido
insaturada

Figura 12. Reaccion que refleja el proceso de oxidacion de un aceite.

Se pesaron entre 1,8 y 2,2 g de aceite, colocandolo en un erlenmeyer
con tapon esmerilado, se anadieron 25 mL de solucién acido acético-
cloroformo (relacion 3/2) y 1 mL de solucion saturada de yoduro de potasio
(preparado, en el momento de uso, con 13,7 g de yoduro en 10 mL de agua).
Se agitdé suavemente y se dejo reposar en oscuridad durante 5 min.
Transcurrido este lapso, se agregd 75 mL de agua destilada y 10 gotas de
solucion de almidon soluble al 0,5 % p/v. Agitdndose enérgicamente vy
valorandose con solucion de tiosulfato de sodio 0,002 N (estandarizada con
solucion 0,1 de yodato de potasio) hasta desaparicién del color pardo inicial. La

siguiente reaccién quimica responde al proceso descripto:

ROOH +2I'+ 2H* —» ROH +Hz:0 +1:

l+Na28;0; —p 2Nal +Na2840¢

La férmula matematica utilizada para el céalculo del indice de perdxidos

fue:

__ V.N.1000

P

Siendo:

IP: indice de peréxidos expresados en meqO..kg™ de aceite

V: Volumen gastado de tiosulfato de sodio 0.002 N en la valoracién (L)
N: Normalidad del tiosulfato de sodio (N= eq. L")

P: Peso de la muestra (kg)

Coeficientes de extincion especifica: dienos (Kz3) y trienos (Kszp)
conjugados
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Los multiples enlaces de los acidos grasos poliinsaturados pueden sufrir
oxidaciones autocataliticas originando hidroperoxidos con dobles y triples
enlaces conjugados. Estos compuestos originan compuestos carbonilicos. Los
primeros compuestos absorben ondas de 232 nm (Ky32) de longitud y los
segundos, a 270 nm (Kz70). La informacion que proporcionan estos ensayos
permite conocer la calidad del aceite, su estado de conservacion y posibles
modificaciones en los procesos tecnoldgicos de obtencidén del aceite (Fuentes
de Mendoza, 2013).

Para el céalculo de Ila absorbancia, se realiza la lectura
espectrofotométrica a una longitud de onda de 232 nm (Kz32) y 270 nm (Kz70).
La informacion recogida a partir de este ensayo completa la obtenida en la
determinacién del indice de perdxidos. Para la determinacién, se siguieron las
normas COI/T.20/Doc. No 19/Rev. 5 2019. En distintos matraces aforados de
10 mL se colocaron, entre 20 y 30 mg de aceite para Kz32 y 200 - 300 mg para
determinar Ky7o. Se procedié a enrasar con ciclohexano y medir la absorbancia
con espectrofotometro Agilent, modelo 8453 (Figura 13). Se repitieron aquellas
muestras cuyas absorbancias no estuvieron comprendidas entre 0,1 y 0,8.Los
valores de las absorbancias se expresaron como coeficientes de extincién

especifica a 232 y 270 nm, calculandose de la siguiente forma:

m_Ek
" CE

Donde:

KA es la extincion especifica a la longitud de onda utilizada;

EA es la absorbancia medida a la longitud de onda utilizada;

C es la concentracion de la disolucion de aceite en g por 100 mL;

E es el espesor (paso 6ptico) de la cubeta en cm.
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Figura 13. Espectrofotometro Agilent, modelo 8453

Pureza

Perfil de dcidos grasos

La autenticidad de un aceite se puede determinar a partir de los acidos
grasos que posee (Essiari, et al., 2014). El componente mayoritario es el acido
oleico, seguido en menor proporcién por linoleico y palmitico.

Los acidos grasos presentes en el aceite se analizaron por medio de un
cromatografo de gases-FID (Perkin Elmer Precisely Clarus 600) (Figura 14 B),
Previamente se realizd la esterificacion de los mismos, en una solucion
metandlica de hidroxido de potasio, descripta por Ollivier, et al, 2014 y

Essiari,et al., 2014, con algunas modificaciones.

Para la obtencion de los ésteres metilicos, primero se realizd la
saponificacion colocandose 0,5 g de aceite en matraz y se incorpor6 5 mL de
solucion metandlica de hidroxido de potasio 0,5 N. Se calenté a reflujo durante
5 min, y al cabo de ese tiempo se agregaron 15 mL de cloruro de amonio en
acido sulfurico 1 N, calentandose 5 minutos mas. Al enfriarse el sistema se
lavéd, con tres porciones de 20 mL, de hexano. La fraccién organica se recogio
sobre cantidad suficiente de sulfato de sodio anhidro. Se filtré (papel Whatman
N° 1) y evapord en rotavapor a 0,02 mP de presion y 50 °C de temperatura
(Figura 14 A). Para el andlisis de los ésteres metilicos, se utilizé6 una columna
capilar de silice fundida Supelcowax (30 m de longitud, 0,25 mm de diametro

interno y 0.25 um de espesor de fase). El gas portador fue N, a 1 mL. min™; la
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temperatura del horno fue programada desde 180° C hasta 220°C aumentando
2° C. min"; y la temperatura del detector FID fue de 250°C. La identificacién se
realiz6 comparando su retencién con los compuestos de referencia (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Los porcentajes de cada acido graso se

estimaron en base al area del pico.

Figura 14. Perfil de &cidos grasos (proceso de reconocimiento): A-
Evaporacion del ciclohexano en el rotavapor. B- Cromatografo de gases Perkin

Elmer Precisely Clarus 600.

Compuestos minoritarios

Presencia de esteroles

Se coloco en tubos de ensayo una masa conocida de aceite a la que se
le agregd 2 mL de cloroformo. Se homogeneizo. Esta disolucion se mezcld con
acido sulfurico concentrado. La aparicion de un anillo marrén rojizo en la
interfase indicé la presencia de triterpenos/esteroides (Reaccion de Salkowski)
(Adegboye, et al., 2008).

Compuestos fenolicos

Para la determinacién de fenoles totales se llevé a cabo el ensayo de
Folin- Ciocalteu, usando &acido galico como patrén (Singleton, et al., 1999;
Antolovich,et al., 2001). Este ensayo se basa en que los compuestos fendlicos

reaccionan con el reactivo de Folin- Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una
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coloracién azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a
una longitud de onda de 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla de
wolframato sédico y molibdato sddico en acido fosférico y reacciona con los
compuestos fenodlicos presentes en la muestra. El acido fosfomolibdotingstico
(formado por las dos sales en el medio acido), de color amarillo da lugar a un
complejo de color azul intenso, cuando es reducido por los grupos hidroxilos,
cuya intensidad es la que se mide para evaluar el contenido en fenoles. El

proceso se puede representar de acuerdo a la siguiente reaccion:

Reactivo de Folin
(W=, Mo™)
_— + Reactivo de Folin reducido (W% ,Mo™)
R R

Figura 15. Reaccion general que representa la oxidacion de los fenoles

por el Reactivo de Folin-Ciocalteu.

Para la extraccion de los compuestos fendlicos, se pesaron entre 4y 5 g
de aceite, se diluyeron con 4 mL de solucion metanol- agua (80:20),
procediéndose luego a agitar, con agitador Vortex Velp scientifica Mixer a 3000
rom, durante 3 min, intercalados con dos intervalos de reposo de 1 min.

Transcurrido este proceso, se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min.

Del sobrenadante se extrajeron distintas alicuotas (entre 13 yL y 100 uL)
de acuerdo a variedad y finca analizada, para que la absorbancia esté
contemplada entre 0,1 y 0,8. A estas alicuotas se las diluyeron con agua
completando un volumen de 1 mL, se agregd 0,1mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu 2N, dejandose incubar durante 2 min. Posteriormente se alcalinizé el
medio con 0,4 mL de solucién de carbonato de sodio 15,9% p/v. Transcurridos
20 min de incubacion, se procedi6 a realizar las lecturas en espectrofotometro
(Agilent, modelo 8453 a 765 nm). Las determinaciones se realizaron por
triplicado. Se realiz6 una curva patrén con acido galico y el contenido de

fenoles de las muestras se calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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x (ug EAG /ml)= Ab - 0,0369/0,0802

Posteriormente se ajustd este valor a la masa de aceite utilizada por
variedad y finca. Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de
acido galico (EAG). kg™ de aceite.

Flavonoides
El contenido total de flavonoides de las muestras de aceite se determiné

siguiendo los estudios de Popova, et al., 2004, usando cloruro de aluminio. Se
tomaron 500 pL del sobrenadante utilizado para la determinacién de
polifenoles, se agregaron 500 pL de solucion al 2% p/v en etanol de cloruro de
aluminio incubandose durante 1 h. Las lecturas se realizaron en el
espectrofotometro (Agilent, modelo 8453), a una longitud de onda de 437 nm
contra un blanco de metanol. Se realiz6 una curva patréon con quercetina. Los
resultados se expresaron como mg de equivalentes de quercetina/kg de aceite.

La ecuacion que se aplico surgidé de la curva de calibracién:

X (Mg/mL quercetina)= Abs.+0,105/0,065

Luego se ajusto a las masas de aceite utilizadas en cada determinacion.

Pigmentos. Estimacion de carotenoides y clorofilas

Para la cuantificacién global de pigmentos (carotenoides y clorofilas) se
prepardé una disolucién de 7-8 g aceite de oliva con 25 mL de ciclohexano.
Posteriormente, para conocer la fraccion clorofilica se realiz6 una lectura
espectrofotométrica a 470 nm (maxima absorcion para la feofitina a,
componente mayoritario de la fraccion clorofilica) y otra lectura a 670 nm para
la fraccion carotenoide que corresponde a la luteina, componente mayoritario
de esta fraccion (Motilva, et al., 1998). Las expresiones matematicas utilizadas

para la cuantificacién de las clorofilas y carotenoides fueron:

abs. 250.1000
2000.P

Carotenoides 670:
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abs. 250.1000
613.P

Clorofila 470:

P: peso de la muestra de aceite
613: coeficiente de extincion especifica de la feofitina-a
2.000: coeficiente de extincion especifica de la luteina

Abs: absorbancia leida con el espectrofotémetro.

Potencial antioxidante de las muestras. Método DPPH (1,1-
difenil-2- picrilhidrazil)

Los mecanismos de oxidacién son complejos, por este motivo existen
distintos métodos para medir dicho poder. En el presente trabajo se utilizé el
método del 1,1-difenil- picrilidracil (DPPH). La actividad de captaciéon de
radicales DPPH se midi6 como se describe en Farasat, et al., (2013) con
pequenas modificaciones (Barbieri, et al., 2016). Se determind la capacidad
antioxidante (habilidad de atrapar radicales de DPPH) de las distintas
variedades de aceite estudiadas, midiendo la disminucion de la absorbancia a
525 nm, en lector de microplaca. EI método consiste en evaluar la actividad
antioxidante de compuestos o extractos especificos, éstos reaccionan con el
radical estable, 2,2-difenil picrylhydrazyl (DPPH+) en una solucion de etanol. La
reduccién de DPPH+ se comprueba por la disminucion de la absorbancia a la
longitud de onda determinada. En su forma radical, DPPH« absorbe entre 515-
525 nm, al reducirse con un antioxidante (AH) o una especie radical (R¢), la

absorcién desaparece (Figura 16):

DPPH® + AH — DPPH-H + Ae®
DPPH®* + Re# — DPPH-R
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Figura 16. Reacciones que representan la captacion de los radicales de
DPPH.

La solucion etandlica del reactivo de 1,1-difenil-2- picrilhidrazil utilizada
contenia una concentracion de 300 uM. Se realizaron distintas diluciones, con
etanol 96°, del sobrenadante de las muestras (extraccidon con metanol de los

aceites) y se enfrentaron al radical DPPHe.. Segun el siguiente esquema:

Incubacion a
Extracto de aceite (uL) | Etanol 96° (uL) | DPPH (uL) temperatura
ambiente
------- 105 95
10 95 95
25 80 95 :
50 55 95 20 min
75 30 95
100 5 95

Se leyeron las absorbancias en lector de microplaca (Thermo scientific,
modelo multiskango, Figura 17), a 525 nm. Como controles positivos se
emplearon butilhidroxitolueno (BHT), quercetina y acido ascorbico. El
porcentaje de actividad antioxidante de las muestras se calculé en comparacién

con la absorbancia de la solucion de DPPH«

% Actividad Residual = Abs. Muestra *100/ Abs. DPPH
% Actividad Antioxidante= 100- % Actividad Residual

Con los datos de actividad antioxidante (porcentajes) vs la concentracion

de las muestras se construyeron curvas. En base a la ecuacion de la curva se
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calcul6 la concentracion depuradora 50 (CD50), concentracion de la muestra

que elimina o atrapa el 50% de los radicales DPPH.

Figura 17. Lector de microplaca

Analisis estadistico

Los analisis fueron efectuados por triplicado a excepcion del perfil de
acidos grasos que se realizd por duplicado. Los resultados se presentan a
través de tablas y graficos, en los que se resumen los valores promedios con
su correspondiente desvio estandar. Para cada uno de los parametros
analizados se realiz6 un analisis de la varianza (ANAVA) de dos factores
(variedad, finca), utilizando MINITAB software (version 15 for Windows, SPSS
Inc., Chicago, IL). Para determinar entre qué variedades y emprendimientos
agricolas existen diferencias significativas se utilizd el test de Tukey. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando la
probabilidad fue mayor al 95% (p< 0.05). Para la determinacion de la
correlacion y regresion lineal entre la CD50% y el contenido de fenoles,
flavonoides, pigmentos y acido oleico, se utilizé la base informatica InfoStat
software (version 2017, InfoStat FCA Group, UNC, Argentina). Se considerd
correlacion y regresion significativa cuando la probabilidad fue mayor al 95%
(p= 0.05)
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esultados
Discusion
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Parametros de calidad

Desde el punto de vista quimico, las alteraciones que puede sufrir un
aceite se pueden clasificar en dos grupos; los procesos hidroliticos, que afectan
el grado de acidez y los oxidativos que se veran reflejados en un aumento del
indice de peroxidos y en el coeficiente de extincion especifica (Kas2, Ka7o) (Ruiz
Dominguez, 2015). Estos parametros permiten evaluar la calidad del aceite de
oliva y no son afectados por la variedad de aceituna ni por el origen geografico
de las mismas, pero si por el manejo y proceso tecnolégico de obtencién del
aceite(El-Gharbi, et al, 2018).

Debido a que se trabajé con muestras comerciales, se realizaron estos
ensayos para determinar la calidad de las muestras de partida. En la tabla 1 se
presentan los resultados asociados a la calidad quimica de los aceites de oliva

estudiados.

Todas las muestras evaluadas presentaron valores de acidez libre
inferiores a 0.8%, cumpliendo con lo establecido por la norma COIl para la

categoria virgen extra (tabla 1).

En cuanto al indice de perdxidos (meq O.. kg~ de aceite) los aceites de
la finca G (tanto Arbequina como Coratina) presentaron valores de IP
superiores a los permitidos por la norma (tabla 1). Las demas muestras de
aceite evaluadas (fincas V, U y A) cumplieron con los requerimientos de IP

establecidos por la Norma Comercial aplicable a los aceites de oliva (COl).

Los valores obtenidos para la prueba espectrofotométrica en el UV
(K232), fueron mas bajos para la variedad Coratina comparados con la variedad
Arbequina (tabla 1). De los tres aceites de la variedad Arbequina estudiados,
se encontraron valores de Kaspsimilares y dentro del rango permitido para las
fincas U y V. Mientras que la muestra de la finca G presentd valores de K3,
significativamente mayores a todas las muestras evaluadas y fuera del limite
aceptado (tabla 1).Al realizar la comparacion de los valores de Kyso entre las

fincas para la variedad Coratina se encontré que los aceites de V y A cumplen
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Tabla 1. Comparacion entre los parametros de calidad de las dos variedades de aceite y fincas estudiadas. Los valores son los

promedios * DS.

Coeficiente de | Coeficientes
Variedad Finca indice de indice de extincion de extincién
acidez (%) Peroxidos especifica: especifica:
(meqO,.kg™ dienos (Kz2) | trienos(Kzro)
aceite) conjugados conjugados
\ 0,40+0,04 b 10,32 + 1,38 ab 220+0,12 b 0,13+0,02 a
Arbequina U 0,26 + 0,03a 11,56 + 0,39ab 217+0,28 b 0,12+ 0,03 a
G 0,33 £ 0,01ab 32,03 £ 0,88d 6,12 +0,83 d 0,38+ 0,07 b
Promedios 0,33 17,97 3,5 0,21
vV 0,41£0,04 b 9,21 £1,23a 1,10+ 0,25 a 0,17 £ 0,04a
Coratina A 0,25+0,03 a 12,97 £0,78 b 1,41 +£0,11 a 0,15+ 0,03a
G 0,31 £ 0,04a 22,89 + 2,34c 2,71 +£0,24 c 0,12 £ 0,03a
Promedios 0,32 15,02 1,61 0,15
Valores de
referencia
(COI/T.15/NC Virgen extra <0,8 <20 <2,50 <0,22
No 3/Rev. 15
2019)

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras de aceite evaluadas (p< 0,05).
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con lo establecido por la norma. La muestra de aceite de la finca G presenté
valores de Ka3; significativamente diferentes a los de V y A y superiores a los

permitidos.

Al analizar los valores de Ky7o por finca se encontré que la variedad
Arbequina de la finca G presentd valores significativamente mas altos y supero
el valor de referencia (tabla 1). Para la variedad Coratina las tres fincas

presentaron valores de K7 similares y dentro del rango permitido (tabla 1).

Los parametros evaluados proporcionan informacion sobre la calidad de
una grasa, su estado de conservacién y los cambios que pudieron ocasionar

los procesos tecnoldgicos, fundamentalmente el amasado.

La estabilidad oxidativa, esta asociada a la acidez que presenta el aceite
de oliva. Existen varios factores que ocasionan el aumento de los acidos
grasos libres, como: el retraso de la época de recoleccion de la aceituna,
anomalias en el proceso de elaboracién del aceite y sobre todo un inadecuado
almacenamiento del fruto antes de su molturacion (Oliveras Lépez, 2005;
Gharbi, et al, 2015). Ademas, estas situaciones dan lugar a la formacién de
aldehidos, cetonas o hidrocarburos, compuestos responsables del mal sabor y
mal olor (enranciamiento) (Pastrana Moncayo, 2016). De acuerdo a los valores
de acidez libre encontrados, tanto para los aceites de Arbequina como los de
Coratina, se podria asumir que los productores locales realizan un manejo
adecuado del cultivo durante la cosecha y un rapido procesamiento de los
frutos.

Entre los procesos de elaboracion del aceite, la molienda y el amasado
constituyen pasos criticos, ya que la pasta esta en contacto con el oxigeno del
aire y por lo tanto es susceptible a la oxidacion. Ademas, durante la molienda,
parte de la energia cinética de las trituradoras se transforma en energia
térmica, aumentando la temperatura de la masa (DiGiovacchino, et al, 2002).
Cuando el tiempo de molienda y amasado son excesivos influyen
negativamente en los valores de IP y de K3, (Gharbi, et al, 2015; Gallardo

Gonzalez, 2015; Ruiz Dominguez, 2015).Las condiciones del almacenamiento
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constituyen otro factor que puede influir en la estabilidad oxidativa del aceite.
El proceso de deterioro se ve favorecido por la luz, el aire y las altas
temperaturas, lo cual puede desencadenar reacciones de oxidacion e hidrolisis
(Ruiz Dominguez, 2015).

Las muestras de la finca G son las Unicas que presentaron valores de IP
y Kas2 superiores al limite establecido por el COl, lo que implica que estos
aceites estan sufriendo un proceso de oxidacién. Lo cual podria deberse a un
inadecuado almacenamiento, y/o excesivo tiempo de molienda y amasado. Al
comparar las dos variedades de aceite de la finca G, se encontraron valores de
IP y de extincidn especificos significativamente menores para Coratina. Estas
diferencias serian atribuidas a la variedad ya que se empled el mismo proceso

tecnoldgico para obtener los aceites.

Los aceites de la finca G estan etiquetados como virgen extra por la
empresa pero de acuerdo a resultados de laboratorio del presente trabajo, no
cumplen con lo establecido por la norma para esta calidad de aceite. Los
demas aceites estudiados (fincas V, U y A) presentaron valores de indice de
acidez, indice de perdxido y coeficientes de extincion (Kzsz y Kz70) de acuerdo a
lo establecido por la norma COlI, por lo que pertenecerian a la categoria virgen

extra.

Criterios de pureza

La autenticidad de un aceite de oliva se evalua a partir del analisis de
una serie de componentes quimicos que tienen dos origenes diferentes, los
que se forman naturalmente o aquellos que sufren transformaciones durante el
proceso de obtencién o en la refinacion del aceite.

Los aceites se pueden analizar a través de dos fracciones, la mayoritaria
(98%) o saponificable, los componentes principales de esta fraccion son
ésteres de triacilglicéridos, acido oleico (55-83%), acido palmitico (7,5-20%),
acido linoleico (3,5-21%) y otros acidos grasos como el acido estearico (0,5—

5%).En la fraccion minoritaria o insaponificable se encuentran esteroles,
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hidrocarburos, carotenoides, clorofilas, fenoles y tocoferoles(Fuentes de
Mendoza, 2013).

Perfil de dcidos grasos

El perfil de acidos grasos del aceite de oliva se ve influenciado por
multiples factores como la latitud, clima, variedad, grado de madurez, suelo,
estado de maduracion del fruto. Por lo tanto, las concentraciones pueden variar
de un afio a otro y a la zona de produccion (Tous, et al., 1997; Gallardo
Gonzalez, 2015).

En la tabla 2 se muestra el perfil de acidos grasos en las muestras
analizadas. Se presentan los cinco acidos grasos mayoritarios, existiendo otros
en menor proporcién (miristico-C14:0, palmitoléico-C16:1, heptadecanoico-
C17:0, heptadecenoico-C17:1, araquico-C20:0, behénico-C22:0 y lignocérico-
C24:0) (Ruiz Dominguez, 2015)

Los resultados muestran que las dos variedades de aceite presentaron
niveles de palmitico, estearico, oleico, linoleico, linolénico dentro de los valores
de referencia. Sin embargo, la variedad Coratina presenté mayor contenido de

oleico que Arbequina, siendo esta diferencia significativa (tabla 2).

Para contar con mayores elementos de juicio en el momento de evaluar
la calidad de los aceites de oliva virgenes, especialmente haciendo referencia
al aspecto nutritivo y terapeutico, se calculé el indice AGMI/AGPI (acidos
grasos monoinsaturados/ acidos grasos polinsaturados). Esta relacién fue
significativamente mayor para la variedad Coratina frente a la Arbequina (tabla
2).
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Tabla 2. Perfil de acidos grasos para las dos variedades estudiadas. Los valores son los promedios + DS (n=6).

. Palmitico Estearico . . Linoleico | Linolénico | AGMI/AGPI
Variedad 16:0 18:0 Oleico 18:1 18:2 18:3

Arbequina(%) | 18,51+4,81 |[1,36+0,16 | 58,36 + 3,67% | 17,68 + 1,47 | 0,74 + 0,04 3,178

Coratina (%) 13,70£3,41 | 2,10+ 0,64 | 73,41 +3,35° | 8,37+ 0,86 | 0,86 + 0,11 7,95°

Valores de
referencia
(COIIT.15/NC 7,50 -20,00 | 0,50-5,00 | 55,00 - 83,00 | 2,50-21,00 <1,00
No 3/Rev. 15
2019)

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)
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Los resultados obtenidos por emprendimiento aceitero con los que se

trabajo se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Perfil de acidos grasos para las variedades Arbequina y Coratina, para

cada finca de estudio (V, U, G, A). Los valores son los promedios (n= 2).

Arbequina
Acidos grasos (%)
: Palmitico | Estearico | Oleico | Linoleico | Linolénico
F
inca 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 AGMI/AGPI
\"/ 18,87 1,22 56,86 19,03 0,75 1,46
U 15,96 1,33 61,09 17,59 0,71 3,34
G 20,69 1,53 57,12 16,42 0,75 3,33
Coratina
Acidos grasos (%)
; Palmitico | Estearico | Oleico | Linoleico | Linolénico
Finca 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 AGMI/AGPI
\" 11,50 1,58 75,86 8,62 0,84 8,02
A 11,69 1,80 75,00 9,17 0,95 7,41
G 17,9 2,90 69,35 7,31 0,77 8,57

Rondanini, et al., (2011), evaluaron el perfil de acidos grasos de los
aceites de oliva de La Rioja y clasificaron a las variedades Arbequina y Arauco

como aceites con bajo contenido de oleico (<55%), Barnea y Frantoio, con

contenido medio (55-65%), y Manzanilla, Coratina y Picual con alto contenido
(>65%).

El valor promedio de acido oleico para la variedad Coratina fue de
73,41%, el cual es similar a lo reportado por Rondanini, et al, (2011)
considerando a esta variedad como de alto contenido de oleico. Otros autores
estudiaron aceites de la variedad Coratina procedentes de San Juan, La Rioja y
Catamarca, clasificandolos también como de alto contenido oleico (Ceci, et al.,
2010; De la Rosa, et al., 2015; Ceci, et al., 2017)

En cuanto a la variedad Arbequina, se encontraron mayores valores de

acido oleico que los reportados por Rondanini, et al., (2011), por lo que el
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aceite chilecitefio se clasificaria de contenido medio. Resultados similares a los
de la presente investigacion fueron encontrados por Ceci, et al., (2017) para
aceites producidos en la provincia de San Juan, y Ceci, et al.,, (2010) para
aceites de La Rioja. Ademas, Araniti, (2013) reportd que el aceite de la
variedad Arbequina de Mendoza también pertenece a la categoria media de

oleico.

Se ha reportado que los aceites obtenidos en zonas de montana tienen
caracteristicas distintas que aquellos producidos en areas de baja altitud y con
temperaturas templadas (Tours, et al., 1997; Essiari, et al., 2012). En este
sentido, Ceci, et al, (2010) reportaron que aceites de la variedad Arbequina de
la costa atlantica (provincias de Buenos Aires: 72,02% y Rio Negro: 68,71%),
presentaron valores de oleico mas altos que los producidos en el noroeste de
Argentina (1000 a 1500 msnm). En este caso, la variedad Arbequina
perteneceria a la categoria de alto oleico. Por su parte Rondanini, et al., (2014)
evaluaron la acumulaciéon de aceite durante la maduracion del fruto de
variedades cultivadas en el noroeste argentino (La Rioja) y demostraron que el
contenido de acido oleico en la variedad Arbequina disminuye a medida que
aumenta la temperatura ambiente. Distinto es el comportamiento que
encontraron para la variedad Coratina. En esta variedad, el contenido de oleico
durante la maduracion del fruto, parece no ser afectado por un aumento de
temperatura y el fruto mantiene constante su nivel de oleico. Piravi- Vanak, et
al., (2012), trabajaron con veintisiete muestras de aceite de regiones de Iran
con diferente altitud sobre el nivel del mar y distintas condiciones climaticas.
Encontraron que las muestras procedentes de las regiones de baja altitud
presentaron mayor porcentaje de acido oleico, resultados similares a los
reportados por Ceci, et al., (2010). Todos estos trabajos demuestran cémo las
condiciones edafoclimaticas influyen sobre el perfil de acidos grasos de los

aceites de oliva.
La FDA en 2009 determindé que se necesita una ingesta diaria minima

de 17,5 g de AGMI del aceite de oliva para ejercer un efecto positivo en la

reduccion de la enfermedad coronaria. Con un contenido de aceite de oliva
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monoinsaturado tan alto como 74 por ciento, solo se necesitan 23 g de aceite

de oliva (2 cucharadas) para suministrar los gramos requeridos de AGMI.

Los resultados del presente trabajo de investigacion demuestran que los
aceites de la variedad Coratina presentan una mayor relacion AGMI/AGPI, que
la variedad Arbequina. Esto implicaria mayor contenido de acido graso
monoinsaturado y mayor estabilidad oxidativa para los aceites de Coratina.
Porque cuanto mayor sea el contenido de acidos grasos poliinsaturados del
aceite, mas susceptible sera este de sufrir reacciones de reduccién-oxidacion.
La relacion AGMI/AGPI es utilizada por varios autores para evaluar la
estabilidad oxidativa del aceite (Fuentes de Mendoza, 2013; Mansouri,et al.,
2014; Cornejo, 2018; EI-Gharbi, et al., 2018).

Dado que el proceso tecnolégico de obtencidon de los aceites y las
condiciones edafoclimaticas del Valle son similares se puede concluir que las
diferencias en el contenido de acido oleico de los aceites se debe a la variedad.
De acuerdo a estos resultados, la variedad Coratina es de alto contenido de
oleico y su consumo presentaria un mayor potencial benéfico para la salud

(reduccion de enfermedades cardio-vasculares).

Presencia de esteroles

Los esteroles constituyen lipidos nutricionalmente importantes en los
alimentos. El contenido y la composicion de los esteroles en el aceite de oliva,
depende de las condiciones agronémicas y climaticas, la calidad de la fruta, la
extraccion de aceite, variedad de aceite y los procedimientos de refinacion y las
condiciones de almacenamiento. Estos compuestos han sido reconocidos
como sustancias biolégicamente activas preventivas del cancer (Canabete, et
al., 2007).

Piravi-Vanak, et al., (2012), sostienen que la fraccion esterdlica puede

ser utilizada para detectar mezclas de aceite de oliva con otros aceites de

diversas procedencias, como el de soja y girasol.
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Luego de realizada la reaccion de Salkowski para las distintas muestras
de aceite, puede observarse la presencia de triterpenos y esteroides, en la

Figura 23 ay b para Arbequina, y Figura 24 ay b para Coratina.

-
Y Ny
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Figura 19. Esteroles Coratina. a- Finca V. b- Fincas Ay G.

Compuestos minoritarios

Composicion fendlica y flavonoides

En los ultimos afios se ha prestado especial atencién a los compuestos
fendlicos presentes en el aceite de oliva virgen y en el aceite de oliva virgen
extra, como parametros de calidad, debido a sus beneficios para la salud
(COI/T.15/NC No 3/Rev. 15 2019; Gilbert-Lopez, et al., 2014).
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En la tabla 4 se detallan los valores registrados para el contenido de
fenoles totales y flavonoides totales de los aceites estudiados. La variedad
Arbequina presentd valores de fenoles significativamente menores que la
Coratina. Mientras que no se encontraron diferencias significativas en el

contenido de flavonoides totales entre las variedades estudiadas.

Tabla 4. Contenido de fenoles totales y flavonoides en aceite de oliva para las
dos variedades de aceite analizadas. Los valores son los promedios + DS
(n=9).

Fenoles totales: Flavonoides totales:
Variedad | mg de equivalentes de acido | mg de equivalentes de
galico.kg™ de aceite quercetina.kg™ aceite
Arbequina 130,73 + 24,27° 2,94 +0,78
Coratina 595,35 + 100,21° 3,83+1,07

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)

Como se encontraron diferencias significativas en el contenido de
fenoles, entre las variedades estudiadas, fueron comparados los aceites de los
distintos emprendimientos. En el grafico 1 se muestra el contenido de fenoles
(A) y flavonoides (B) hallados para las variedades Arbequina y Coratina en las
distintas fincas muestreadas (V, U, G, A). El mayor contenido de fenoles se
observo para el aceite de la variedad Coratina, finca A, seguido por el aceite de
Coratina, finca G. Por ultimo, la Coratina de V mostr6é valores de fenoles
significativamente menores que los otros aceites de Coratina y similares a los

aceites de la variedad Arbequina (V, U, G) (grafico 1 A).
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Grafico 1. Determinacién de fenoles totales (A) y flavonoides (B) en aceite de
oliva variedad Arbequina y Coratina de las fincas muestreadas (V, U, G, A, G).
Los valores son los promedios + DS (n=3).Letras diferentes indican diferencias

significativas (p<0,05)

El aceite que presentd valores mas altos de flavonoides fue el de
Coratina, finca A. Para los aceites de Arbequina, el de la finca U presentd
valores significativamente mayores que los de V y G (grafico 1 B).Estos
valores estan por debajo a los reportados por Monasterio, et al., 2017, para la

zona de Maipu, Mendoza. Estos autores sugieren que el contenido de
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flavonoides de un aceite de oliva esta condicionado por las condiciones

climaticas de cultivo de las aceitunas.

Para aceites de oliva virgen espafoles de la variedad Arbequina, se
encontraron valores comprendidos entre 0,74 y 6,54 mg. kg de aceite
(Carrasco- Pancorbo, 2006; Franco Baltazar, 2014). Nuestros resultados estan
por debajo de los obtenidos en Mendoza, influenciados por las condiciones

climaticas.

La concentracion de compuestos fendlicos en el aceite de oliva depende
de las condiciones edafoclimaticas de la zona de produccién, del manejo
agronomico y de los aspectos tecnoldgicos referidos a la produccion (Olivera
Lopez, 2005; ElI-Gharbi, et al., 2018; Del Moénaco, et al., 2015, Bodoira,et al.,
2016).

Ceci, et al., (2017) proponen clasificar a los aceites de oliva en cinco
categorias en cuanto a su contenido de fenoles. Contenido muy alto (>600 mg.
kg' de aceite), alto (450—600 mg. kg™’ de aceite), medio (300450 (mg. kg™ de
aceite), bajo (150— 300 mg. kg de aceite) y muy bajo (<150 mg. kg~ de
aceite). De acuerdo a esta clasificacion, considerando los promedios, nuestra
variedad Arbequina seria de muy bajo contenido de fenoles, y de alto contenido
la variedad Coratina. Sin embargo, considerando los aceites de Coratina por
finca, la clasificacion seria: aceite de la finca A contenido muy alto en fenoles
(> 600mg. kg™ aceite), la finca G medio (300-450mg. kg™ de aceite), y la finca
V bajo (150-300mg. kg™ de aceite).

El contenido de fenoles en la variedad Arbequina fue similar al
encontrado por Ceci, et al, (2010), para la misma variedad, en la zona
montafiosa de La Rioja. No se encontraron reportes sobre los fenoles en
aceites de la variedad Coratina procedentes de la zona de estudio de la
presente investigacidon. De esta manera, este trabajo constituye el primer
reporte del contenido de fenoles para la variedad Coratina de la region

estudiada.
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Al comparar los resultados de este trabajo con lo reportado para otras
provincias, se puede afirmar que los aceites de las variedades Arbequina y
Coratina procedentes de San Juan presentaron valores similares de fenoles a
los riojanos (Ceci, et al., 2017). Para aceites de la variedad Coratina
procedentes de Mendoza, se reportaron valores de fenoles menores a los
resultados obtenidos en esta investigacidn y correspondientes a la categoria
media (Monasterio, et al., 2017). Ademas, para los aceites de la variedad
Arbequina procedentes de Catamarca, San Juan y Mendoza se reportaron
valores de fenoles similares a las muestras analizadas para este trabajo y
correspondientes a la categoria muy baja (<150 mg. kg™’ de aceite)(Torres, et
al.,2009; Cornejo 2018; Monasterio, et al., 2017).

En otros trabajos se encontraron valores mas altos de fenoles para los
aceites de la variedad Arbequina producidos en Mendoza, y Cérdoba (Valle de
Traslasierra y Cruz del Eje) que corresponderian a la categoria baja (150— 300
mg. kg'1 de aceite)(Torres, et al., 2005; Torres, et al., 2009; Araniti 2013).

Ademas, nuestros resultados coinciden con los documentados por
Haddam, et al., (2014) para aceites de oliva, de Arbequina, producidos en
Marruecos (altura sobre el nivel del mar similar a la del Valle Antinaco-Los

Colorados).

Como los emprendimientos agricolas con los que hemos trabajado se
encuentran préximos (radio de 40 km) consideramos que las condiciones
climaticas serian similares. De acuerdo a lo expuesto, las diferencias en el
contenido de fenoles de los aceites estudiados, se deberian a la variedad de

aceite y al proceso tecnolégico de cada finca.

La estabilidad oxidativa de un aceite depende principalmente de la
composiciéon de acidos grasos, contenido total de fenoles, tocoferoles,
carotenoides, y del proceso de conservacion. Di Giovacchino et al., (2002)
Gonzalez Castro (2011), Mansouri, et al., (2014), determinaron que una
operacion de mezcla y batido excesivo (tiempo prolongado y temperatura

superior a los 36°C), disminuye el contenido de fenoles en el aceite. Es por ello
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que un proceso tecnoldgico inadecuado adquiere mayor importancia para
variedades como Arbequina, caracterizada por contener menor concentracion

de oleico y fenoles y, por lo tanto, menor estabilidad oxidativa.

Los efectos positivos del consumo de aceite de oliva sobre la salud son
bien conocidos (Samaniego Sanchez, 2006; Cicerale, et al., 2010; Silva, et al.,
2015).Se ha reportado que el efecto cardioprotector asociado al consumo de
aceite de oliva se deberia al perfil de acidos grasos y al contenido de fenoles
del aceite (Silva, et al., 2015). Ademas, los compuestos fendlicos del aceite de
oliva contribuirian a paliar el estrés oxidativo (Samaniego Sanchez, 2006;
Ferran Font, 2015).Se acepta que estos compuestos actuan como
antioxidantes primarios o de tipo |, ya que promueven la inactivacién de los
radicales libres formados durante la iniciacion o propagacion de las reacciones
de oxidacion, a través de la donacion de atomos de hidrogeno. El radical fenoxi
resultante, estabilizado por resonancia, no tiene la capacidad de iniciar o

propagar las reacciones oxidativas (Figura 20) (Maestri, et al., 2006)

ROO- + PhH ——>ROOH + Ph-

Figura 20. Reaccién que representa la accion de inhibicion de los

fenoles sobre los oxidantes.

Se ha postulado que el cuerpo absorbe una porcidn significativa de los
compuestos fendlicos del aceite de oliva que se consumen (40-95% de
hidroxitirosol y tirosol). La alta biodisponibilidad de estos compuestos explicaria
sus efectos beneficiosos sobre la salud. (Cicerale, et al., 2010; Sanchez-
Rodriguez, et al., 2018).

Las diferencias en la concentracion de compuestos fendlicos de un
aceite implicarian efectos bioldgicos diferentes. Nuestros resultados sugieren
que la variedad Coratina presentaria mejor potencial benéfico para la salud, ya

que aportaria mayor contenido de fenoles y de acidos grasos monoinsaturados.
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Pigmentos

El color del aceite de oliva, que lo diferencia de otros aceites, se debe a

una combinacion entre las clorofilas y los carotenoides.

Tabla 5. Contenido de pigmentos en aceite de oliva para las dos variedades de

aceite analizadas. Los valores son los promedios + DS (n=9).

Pigmentos (mg.kg™” de aceite)
Clorofilas Carotenoides
Arbequina 14,37 + 6,22° 717 +223
Coratina 26,78 + 5,19° 13,51 £ 2,00

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)

En la tabla 5 se muestran los valores de clorofilas y carotenoides
obtenidos para las dos variedades de aceite estudiadas. Y en el grafico 2 se
presentan los datos de pigmentos por finca. Coratina mostr6 mayores
concentraciones para ambos pigmentos. Las diferencias encontradas para las
clorofilas fueron significativas (tabla 5 y grafico 2). De acuerdo a los valores
promedio por variedad, no se encontraron diferencias significativas en el
contenido de carotenoides (tabla 5). Sin embargo, al considerar los valores
por finca, se observa que los aceites de Coratina presentan valores

significativamente mayores que los aceites de Arbequina (grafico 2).

A Clorofilas por finca y variedad
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Grafico 2. Contenido de clorofilas (A) y carotenoides (B) en aceite de las
variedades Arbequina y Coratina de las fincas muestreadas (V, U, G, A, G). Los
valores son los promedios + DS (n=3). Letras diferentes indican diferencias

significativas (p<0,05)

El contenido de pigmentos de un aceite depende de numerosos
factores, como la variedad de aceituna, el estado de maduracioén (a medida que
avanza la maduracion en las frutas, disminuye el contenido de clorofilas
(Gandull Rojas, et al., 2016; Lazzerini, et al., 2017), las condiciones
medioambientales, los procesos de extraccion y las condiciones de

conservacion.

En nuestros aceites la concentracion de clorofilas fue superior a la de
carotenoides, lo cual esta de acuerdo con lo reportado por Gallardo-Guerrero,
(1994) y Ruiz Pineda, (2016).Los valores hallados para clorofilas y
carotenoides, para la variedad Arbequina, son superiores a los documentados
por Ceci, et al., (2010) para la regién montafiosa de La Rioja. Para la variedad
Coratina de nuestra regién no hemos encontrado publicaciones acerca de la
concentracion de estos pigmentos. Con lo cual este trabajo constituye el primer

aporte sobre el tema.
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Para la zona de La Rioja capital (valle) y Catamarca, las concentraciones
de clorofilas y carotenoides, reportadas para aceites de Coratina y Arbequina
(Ceci, et al., 2010), fueron mas bajas que nuestros resultados. Para aceites de
la variedad Arbequina, encontramos valores inferiores a los nuestros tanto para
clorofilas como para carotenoides (Catamarca, Cornejo 2018; Cérdoba,Torres,
et al., 2005 y 2008; Mendoza y San Juan, Ceci, et al., 2010). Sin embargo, para
aceites procedentes de Rio Negro (Ceci, et al., 2010) se han reportado valores
mas altos para los dos pigmentos. Todos estos trabajos demuestran la

influencia de la zona de cultivo en el contenido de pigmentos de los aceites.

Clorofilas y carotenoides juegan un importante papel en la estabilidad
oxidativa del aceite, actuan como antioxidantes en la oscuridad y prooxidantes
cuando estan expuestos a la luz (Torres, et al., 2005; Morcillo Bravo, 2017).
Ademas, los carotenoides que presentan estructura terpenoide poseen
actividad provitamina A y actian como antioxidantes en la dieta (Maestri, et al.,
2006; Morcillo Bravo, 2017).

Las diferencias en las concentraciones de pigmentos observadas en los
aceites de nuestra region (asumiendo que presentan condiciones
edafoclimaticas similares) serian atribuidas a la variedad de aceitunas. De
acuerdo a estos resultados, el aceite de la variedad Coratina seria de mejor
calidad que el aceite de la variedad Arbequina, ya que posee mayor contenido

de pigmentos.

Los pigmentos no son un factor que intervenga en la categorizacion
comercial de los aceites, es por eso que su concentracion no esta regulada por
ninguna de las instituciones que establecen la normativa sobre la calidad del
aceite de oliva. Sin embargo, existen algunas normativas que han establecido a
la pirofeofitina a como indicador de calidad del aceite de oliva para la categoria
virgen extra, fijando el limite en un porcentaje inferior al 17% (Garcia-Gonzalez,
et al., 2017). Se propuso a este compuesto como marcador del envejecimiento
del aceite, adulteracion del mismo con aceites desodorizados o inconvenientes

en el tratamiento de amasado de la pasta (Aparicio-Ruiz et al., 2010). De
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acuerdo a esto es posible que en el futuro se incorpore la evaluacién de los

pigmentos de los aceites como un parametro mas de calidad.

Actividad antioxidante de las muestras

Existen distintos métodos para evaluar el potencial antioxidante de una
muestra. Algunos se basan en incorporar al medio un radical, habitualmente
una molécula estable comercial o un radical generado en el propio medio de
reaccion, y comprobar cémo le afecta la presencia de un antioxidante.
Pertenecen a este grupo de métodos los ensayos conocidos por las
abreviaturas DPPH (1,1-difenil-2- picrilhidrazil), ABTS (acido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico), TEAC (AcidoB-hidroxi-Z, 5, 7,8- tetrametilcromo-
2-acido carboxilico) y ORAC (Capacidad de Absorcion de Radicales de
Oxigeno). En el presente estudio se utiliz6 el método de depuracién de
radicales DPPH (Farasat, et al., 2013), para evaluar la capacidad antioxidante

de las dos variedades de aceite estudiadas.
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Grafico 3. Actividad depuradora de radicales libres de los aceite de oliva

variedad Arbequina en las fincas muestreadas.
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Se determiné la capacidad depuradora de radicales libre (DPPH) de distintas
alicuotas de los extractos metanol-agua de los aceites estudiados,
construyéndose curvas dosis-respuesta (grafico 3 y 4). Con la ecuacion de la
curva se calculd la CD50: concentracion de muestra requerida para captar el
50% de los radicales DPPH (tabla 6 y 7).

Tabla 6. Actividad antioxidante de las dos variedades de aceite estudiadas. Los

valores son los promedios + DS (n=9).

Variedades de aceite de oliva Antioxidantes de referencia
CD50 (mg.mL™") CD50(ug.mL™)
Arbequina Coratina BHT Acido Quercetina
Ascorbico
425,03+163,25° | 170,06+98,72° | 218,40+ 9,69° | 8,83+ 2,082 8,47+ 0,232

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). BHT: buitil
hidroxitolueno. CD50: concentracion de muestra requerida para captar el 50%
de los radicales DPPH.

Tabla7. Comparacién del Potencial antioxidante de las dos variedades,
Arbequina y Coratina, por fincas de estudio (V, U,G, A). Los valores son los

promedios + DS (n= 3).

CD50 (mg. mL™")

Arbequina Coratina
Vv U G Vv A G
513,84+ 209,28+ 551,90+ 286,95+ 61,60+ 164,32+
14,58° 18,40° 14,41 24,62¢ 0,922 13,67°

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). CD50:

concentracion de muestra requerida para captar el 50% de los radicales DPPH.

Al analizar los valores obtenidos, Coratina presenté actividad
antioxidante significativamente mayor que Arbequina. Lo cual puede ser
evidenciado por el menor valor de CD50 (tabla 6). Como antioxidantes de
referencia, se emplearon tres compuestos permitidos en la industria alimenticia:

butil hidroxitolueno (BHT), acido ascorbico y quercetina.
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Como se observaron diferencias entre las dos variedades se decidi6
compararlas de acuerdo al establecimiento de procedencia. Se encontraron
diferencias significativas entre todas las muestras, siendo la muestra U, para
Arbequina, y A para Coratina las que presentaron mayor poder antioxidante
(tabla 7).Al comparar aceites de distinta variedad del mismo emprendimiento,
se encontr6 que Coratina presenta actividad antioxidante superior que
Arbequina (tabla 7). Para evaluar el efecto de los componentes mayoritarios y
minoritarios de los aceites sobre la capacidad antiradicalaria realizamos

analisis de correlacion y regresion.

Analisis de correlacién y regresion

El Coeficiente de correlacion de Pearson es una medida de la magnitud
de la asociacion lineal entre dos variables que no depende de las unidades de
medida de las variables originales. Los resultados de este analisis se presentan

en las tablas 8 y 9.

Tabla 8. Correlacion de Pearson tomando las dos variedades de aceite en

conjunto, n= 12-18. InfoStat software- version 2017

Coeficiente de
Correlacion(r?)
CD50

Oleico -0,72**
Fenoles -0,76**
Flavonoides -0,74**
Clorofila -0,92**
Carotenoides -0,78**

Asteriscos indican correlacion significativa®* p<0,01

Nuestros resultados indican una correlacion inversa y significativa entre
los parametros evaluados y la actividad antioxidante de los aceites (tabla8). Al
aumentar la concentracion de acido oleico, fenoles, flavonoides y pigmentos, la
CD50 disminuye, es decir que la actividad antioxidante aumenta. De acuerdo a
estos resultados, la contribucién de los parametros estudiados en la actividad
antioxidante de los aceites seria clorofila> carotenoides> fenoles> flavonoides>
oleico (tabla 8). Ademas, realizamos el estudio de correlaciéon para cada una

de las variedades de aceite estudiadas (Tabla 9).
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Tabla 9. Correlacion de Pearson para los distintos parametros analizados Vs
CD50 de la variedad Arbequina y Coratina. InfoStat software- version 2017

Coeficiente de correlacion(r’)
CD50
Arbequina Coratina
Fenoles -0,59 -0,93**
Flavonoides -0,76* -0,70*
Clorofila -0,86** -0,90**
Carotenoides -0,93** 0,22

Asteriscos indican correlacion significativa: *p<0,05; **p<0,01

Existe una correlacién inversa y significativa entre el poder antioxidante y
la concentracion de carotenoides, clorofilas y flavonoides para los aceites de la
variedad Arbequina (tabla 9).Lo que indicaria que la actividad antioxidante del
aceite de esta variedad dependeria principalmente del contenido de estos
componentes, destacandose los carotenoides. Para la variedad Coratina existe
una correlacion inversa y significativa entre el CD50 y la concentracién de
fenoles, clorofilas y flavonoides (tabla 9). Los fenoles son los que mas influirian

en la actividad antioxidante del aceite.

El analisis de regresion permite estudiar la relacién funcional entre una
variable respuesta Y (CD50) y una variable regresora X (parametros quimicos

del aceite). EI R? es una medida del ajuste de los datos a un modelo lineal.

Tabla 10. Regresién multiple para los distintos parametros analizados Vs CD50
considerando las dos variedades en conjunto y por separado. InfoStat software-

version 2017

Coeficiente de Regresion(R?)
CD50
En conjunto Arbequina Coratina

Oleico 0,47** -
Fenoles 0,55** 0,26 0,84**
Flavonoides 0,52** 0,51* 0,42**
Clorofilas 0,84** 0,70** 0,78**
Carotenoides 0,59** 0,85** 0,05

Asteriscos indican regresion significativa:*p<0,05; ** p<0,01
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Al considerar las dos variedades en conjunto, las clorofilas explicarian en
un 84% el poder antiradicalario de los aceites (R* 0,84). En la variedad
Arbequina, los carotenoides lo harian en un 85% (R? 0,85), y los fenoles en un
84% (R?: 0,84) para Coratina (tabla 10).

De acuerdo a nuestros resultados, el poder antiradicalario de los aceites
estudiados depende principalmente de:
e La concentracién de los carotenoides en la variedad Arbequina.

e El contenido de fenoles en la variedad Coratina.

Cabe destacar que el presente trabajo constituiria el primer aporte para
la region sobre la actividad antioxidante de los aceites de oliva, utilizando la
técnica del DPPH.

Si bien no se encontré bibliografia que correlacione a la actividad
antioxidante de los aceites con los niveles de pigmentos, es ampliamente
aceptado que los mismos contribuyen a la estabilidad oxidativa de los aceites
(Ceci, et al., 2010; Torres, et al., 2006; Torres, et al., 2011).

Los fenoles son los compuestos que mas influirian en la actividad
antioxidante del aceite de la variedad Coratina. Estos resultados estan de
acuerdo con lo observado por varios investigadores para aceites de otros
cultivares (Torres, et al., 2010; Cioffi, et al., 2010; Fernandez, et al., 2014;
Negro, et al., 2019).La actividad antioxidante es un buen parametro para
representar la calidad del aceite porque esta correlacionado positivamente con
el contenido de compuestos fendlicos (Negro, et al., 2019). Si bien el COI
establece un método para la evaluacion de compuestos fendlicos del aceite de
oliva virgen (COI/T.20/Doc. N°29 Rev.1- 2017), hasta el momento no ha

especificado valores de referencia para las distintas calidades de aceite.

Nuestros resultados muestran la importancia de los compuestos
minoritarios como fenoles y pigmentos en la actividad biolégica de un aceite de
oliva. Actividad biolégica que se traduciria en un efecto benéfico para los

consumidores.
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Conclusiones
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Este trabajo proporciona datos preliminares sobre la calidad quimica y
actividad antioxidante de aceites de oliva producidos en el Valle Antinaco-Los
Colorados (Argentina). Los parametros de calidad analizados, permiten
clasificar a cuatro de los aceites estudiados en la categoria de aceite de oliva
virgen extra. Los dos restantes, a pesar de estar etiquetados como aceite de
oliva virgen extra, no cumplen con los requisitos correspondientes a esta

calidad.

Existe una marcada diferencia varietal en el contenido de acido oleico.
Se identificé a los aceites de Arbequina como medio oleico (56,86% -61,09%) y

de alto contenido de oleico (69,35 %- 75,86%) a los de Coratina.

El contenido de fenoles totales depende de la variedad, Arbequina seria
de muy bajo contenido de fenoles (130,73 mg.kg™) y de alto contenido (595,35
mg.kg'1) para la variedad Coratina. En este sentido, este trabajo constituye el
primer reporte del contenido de fenoles para la variedad Coratina del Valle

Antinaco-Los Colorados.

Las diferencias en las concentraciones de pigmentos observadas serian
atribuidas a la variedad de aceitunas. Los aceites de la variedad Coratina son

los que presentaron mayor contenido de clorofilas y carotenoides.

Se utilizé el método de depuracién de radicales DPPH para evaluar la
capacidad antioxidante de las dos variedades de aceite estudiadas. Los aceites
de la variedad Coratina presentaron actividad antioxidante significativamente
mayor que Arbequina. Estos resultados constituirian el primer aporte sobre la
actividad antioxidante de los aceites de oliva producidos en el Valle Antinaco-

Los Colorados.

De acuerdo al analisis de correlacién, el poder antiradicalario de los
aceites dependeria principalmente de la concentracion de los carotenoides en
la variedad Arbequina (r*:-0,93 y p< 0,01) y del contenido de fenoles en la
variedad Coratina (r*: -0,93 y p< 0,01).Esto demostraria la importancia de los

compuestos minoritarios en la actividad biolégica de un aceite de oliva.
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Actividad biolégica que se traduciria en un efecto benéfico para los

consumidores.
Los resultados de este trabajo pueden resultar de importancia para la

industria del aceite de oliva local, permitiendo a los productores conocer otros

parametros de calidad de sus aceites y el potencial biolégico que presentan.
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