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En diversos productos aderezasdos (eceituna de mess, pimien-
tos pera su relleno, pepinilles, etc) se producen fendmenos de
eblendamiente gue sen csusa de grandes pbrdidas econbmicas por dis-
minuecidn en leos rendimientos y depreciecidn del producto que no
mantiene un edecusdo grade de celidad, La importancle de este pro-
blema en la industria del aderezo espafiola, ya'grande~tradi¢ianal—
mente, tiende & imcrementarse con el aumento que ha experimentado
sn los bltimes afios la elaborecibn de aceitunas negras al naturals
cuye produccibn ha pasado, apréximadamgnta, de 1,000 toneladas mé-
trices a 12~15,000 toneladas en los bltimos ocho efios, destinada
fundamentalmente a la exportecidn e peises del Este, pudiendo con-
tribuir sensiblemente 8 equilibrar nuestro déficit comercisl con
dichas naeiones, Las perspectivas actusles de spertura de nuevos.
mercados para este preducto son igualmente esperanzedores e: incre-

mentan la impertsncis de este investigecibn,

Numeroses auteres han relecionado el probleme de eblendamiento
en los preductes del aderezo con cambios sufridos en las sustancias
pteticas, aque sen responsables de ls unidn de las cilulas entre si
pare formar les tejides, esto es, representan el constituyente prin-
cisel de le llamade 1Bmine medis o sustencia interceluler reslizanda
~ le fumreidn de uma especie de cemente gue mantiere la eztructuré ti-
suler, Ys Cruess (1) en 1947, menciona este hecho como causante de
- econsiderables pdredidas para la industria del aderezo, stribuyendolo
@ le produceidn de enzimas pectinolliticas por los mohos que crecem
en le superfieie de las salmueras de conservacidn, y muy principal-
mente e los pertenecientes al ginero Penicillium,
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Vaughn (2) se refiere igualmente al ablandamiento de pepiniilos
y aceitunas por la actividad de enzimas microbianas que atacan las
sustancia p&cticas y cita, entre otros: microorganismos responsables:
Bacillus: mesentericus, B, megatherium, B, macerans, B. polymyxa, mo-
hos de los géneros Penicillium y Aspergillium, y levaduras. Acepta
igualmente la posibilidad de descomposicidn de pectinas por simple
hidrdlisis acida o alcalina, del celor, ﬁeladas, etc.

. 8in embargo, dentro de la bibliografla existente sobre el adere-
zo (3), se encuentran datos globales (4) sobre composicidn y andélisis
de los materiales pécticos en el pimiento, o de determinédas fraccio-~
nes obtenidas por diferencia de solubilidad (5) (6}, pero solo en los
d1timos afios (7) (8) (9)) (10) se ha iniciado un estudio detallado de
las pectinas del pimiento y aceituna de mesa y las: transformaciones

que experimentan estos productos durante la fermentacidn y conserva-

cion (11) (12).
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Dada la relacidn existente entre la composicidn péctica y lé
textura, el primer objetivo de la presente tesis es estudiar el con-
tenido en pectinas de la aceituna negra demesaydel pimiento emplea-
do en el relleno de aceitunas verdes asi como la composicibn de estos
materiales pa&cticos investigando el porcentaje de esterificacidn y de
acetilos y los cambios que experimentan durante la elaboracidn y con—

servacion,

Una vez establecida esta composicidn se aborda el estudio de las
enzimas pectinoliticas que, procedentes: bien del fruto, bien de mi-

croorganismos, pueden actuar degradandoc las sustancias pécticas,

Se caracterizan las pectinesterasas, gque saponifican los ésteres
metilicos de los 3cidos poligalacturdnicos presentes: en la moldcula,
¥y las poligalacturonasas que realizan la hidrdlisis de los enlaces:

glucosidicos de la cadena entre las unidades de &cido galacturdnico.

Por 0ltimo, para evitar las alteraciones producidas en la acei-
tuna madura por estas Ultimas enzimas, se investiga la posible: pre-
sencia de inhibidores naturales en dicho fruto, detenigndose en el

estudio de la naturaleza, competitiva o no, de la inhibicidn.



3.~ ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS



3.1l.~ Sustancias pécticas.

Las sustancias pdcticas se encuentran presentes (13) (14), si
' no en todos, en la mayor parte de los tejidos vegetales, y en gene-
ral, en proporciones relativamente elevadas en aquellos que son
blandos, jugosos, de paredes primerias, en condiciones de creci-
miento rdpido, y con alto contenido en humedad, Durante:el proceso
de lignificacidn la cantidad de sustancias pécticas en las plantas:
decrece generalmente, llegando a constituir, en los tejidos. duros;

sdlo un pequefio porcentaje a veces despreciable;

Tienen la naturaleza de derivados de los hidratos de carbono;
son poliurdnidos, compuestos principalmente de residuos de &cido
anhidrogalacturdnico, derivado de la galactosa. La hipdtesis: mas
generalizada (15) es que los residuos anteriormente citados: estan
unidos entre si, en cadena lineal, mediante enlaces 1 - 4, analo-

gos a los que se presentan en las amilasas.

: . < COOCH
<« CDOH H 3 H.
: 5 0
H
{ OH H
H P :
H H OH H OH

Como puede verse en esta fdrmula, los grupos carboxilos de 1a
cadena p&ctica pueden encontrarse bien libres, bien parcialmente:
esterificados con alcchol metilico, e incluso en forma de sales,

principalmente de calcio y de magnesio,

El angulo entre los carbonos 1 y 4 es de 902 con respecto al
plano del anillo de 3cido galacturdnico, seglin se ha demostrado
por los estudios realizados por rayos X. Este &ngulo d& una confi-

guracidn espiral a la cadena.



-5
El nlmero de residuos presentes en la cadena lineal es muy
variable, pudiendo unirse diversas cadenas entre sl para formar
macromoléculas, por lo que el peso molecular de las sustancias:
pacticas aisladas oscila dentro de un amplio intervalo que abar-
ca desde 2.500 - 7.500, para el analisis de grupos terminales,

hasta casi 300.000 en los productos mas complicados.

Se han sugerido cuatro tipos de enlaces entre las distintas

cadenas lineales:

a).- Formaecidn de anhldrido entre dos grupos carboxilos: de

cadenas diferentes,

b).- Formacidn de ester entré un carboxilo y un hidroxilo

de otra cadena.

c).— Enlaces de hidrdgeno entre cadenas, bien entre hidro-

v

xilos, bien entre hidroxilos y carboxilos.

d).~ Puentes de caicio, entre los carboxilos de cadenas di-

ferentes,

Las sustancias pacticas que, como ya hemos indicado, repre-
sentan el constituyente principal de la lamina media, forman tam-
bién parte de las paredes primarias de las ceélulas, Jjunto con ce-
lulosa, hemicelulosa y lignina, e incluso estan presentes, a veces,

en el Jjugo celular,

Su naturaleza coloidal hace que se empleen ampliamente en la
preparacidn de todo tipo de emulsiones en productos alimenticios,
y su uso en la elaboracidn de mermeladas, Jjaleas y compotas esta.
sumamente extendido. Son muy abundantes: en los frutos; del génerd

Citrus, en la pulpa de manzana y en la remolacha azucarera, cons=



tituyendo los dos primeros productos citados, generalmente, el me-

Jor recurso para la obtencidn de sustancias pécticas purificadas.

Las pectinas de alto contenido en metoxilos en las concentra-
ciones normalmente empleadas en la industria, forman geles dentro
de un cierto intervalo de acidez, y en presencia de trazas de cal-
cio, sdlo con un 50 % de azlcar al menos. Por el contrario, cuando
el contenido en metoxilos es bajo, la gelificacidn puede: producir-
se, én presencia de calcio, en ausencia de azucar o con concentra-
ciones mucho menores. Estos geles, conocidos como geles de enlace
itnico tienen aplicacidn en la elaboracidn de ciertos productos ali-
menticios como ensaladas y postres diversos, pudiendo oscilar en

ellos el valor de pH entre 11mites'amplios, de 1l aé unidadesi(lsﬁ.

En 19 molécula pueden estar presentes, esterificando los gru-
pos alcohdlicos de las posiciones 2 y 3, grupos acetilos que difi-
culten los enlaces de hidrdgeno, y por tanto, la formacion de ge-

les,

Ademds de los residuos de 3cido galacturdnico, con sus grupos
carboxilos libres o esterificados parcialmente, o bien en forma de
sales, se han encontrado en pectinas de diversas fuentes por varios:
investigadores (17) (18) (19) galactosa, glucosa, arabinosa, ramno-
sa, ribosa y otros azlcares neutros. Sin embargo, y teniendo en
cusnta que las sustancias pécticas: son dificiles de purificar, no
puede darse seguridad sobre si estos compusstos som simples conta-

minantes o partes constitutivas de las moldculas: pgcticas.

Estas presentan carga negativa y son fuertemente hidrdfilas
pudiendo retener una cantidad de agua igual a varias: veces su pe-
so. En general, cualquier deshidratante, como el alcohol o la ace-

tona, produce su precipitacidn, Esta operacidn se realiza indus-
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trialmente mz=diante él empleo de coloides de carga contraria, co-—

mo el hidréxido de aluminio,

- Asi mismo, precipitan los materiales pécticos ciertos iones
metélicos, principalmente el calcio que, como hemos visto, puede
ser el puente de unién de varias cadenas lineales entre si. Esta
accién precipitante se ve tanto més dificultada cuantoc mayor es el

porcentaje de grupos carboxilos esterificados en la molécula.

El calor produce una despolimerizacién de las sustancias péc-
ticas por lo que las protopectinas, insolubles, cuando se hierven
con agua liberan pectinas con el consiguiente aumento de solubili-
dad. De igual modo, al calentar una solucién de pectinas se encuen-—
tra una pérdida de viscosidad en la que tiene una influencia nota-
ble el valor de pH del medio, puds los &cidos diluidos catalizan
la despolimerizacién, y a concentracién adecuada pueden producir
ademés descarboxilacién, La adicién de electrolitos, al aumentar
la carga de las moléculas pécticas; favorece la disociacidn, y por

tanto disminuye la viscosidad de las soluciones.

La sclubilidad de las sustancias pécticas estd Intimamente re-
lacionada con el contenido en ésteres metflicos, de forma tal que
. cuanto mayor sea la esterificacién mayor es la solubilidad. Otros
| factores gue influyen son, principalmente, la longitud de las ca-
denas y el valor de pH del medio, Tanto los &lcalis como los éci-
dos, aunque éstos con menor efectividad, catalizan la hidrdlisis

de los ésteres metilicos al azar.

Los métodos de andlisis utilizados para la determinacién cua-
litativa y cuantitativa de las sustancias pécticas, son muy diver-

sos y dependientes, principalmente, de la informacién que se de-
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sea obtener y de la hateria prima que se toma como punto de parti-

da, bien productos sélidos, bien disoluciones.

Kertesz (13), en el libro ya citedo anteriormente, realiza
una excelente revisién de los procedimientos analfticos utiliza-
dos hasﬁa 1951. Estos métodos, en general, pueden ser directos,
en los que se dosifica el material péctico tal comoc se encuentra
en la materia prima, o indirectos, en los cuales se determina un
brnducto derivado del originalmente presente, como pectato célci-
co, o bien un producto de descomposicién como los residuos de &ci-

do galacturdénico,

Ulrich (14) en 1952 indica, recogiendo la opinién de diversos
autores, que no existe concordancia en cuanto a la valoracién de
las susténcias‘pécticas presentes en los frutos, y no califica es-
te hecho de sorprendente, teniendo en cuenta los dudosos limites
de separacidén énfre distintas fracciones de compusstos pécticos,
lo imprecisoc de sus defiﬁiciones, y las grendes diferencias que
puede haber en relacién con su presencia, composicién, concentra-
cién y distribucién, de unas especies vegetales a otras, e incluso
dentro de una misma esbecie, de un momento a otro de la vida del

fruto,

Por estas razones, la extraccién de los compuestos a partir
de los vegetales ofrece dificultades. Indica este autor que, ge-
neralmente, los andlisis se efectlan bien sobre los extractos ob-
tenidos con agua fria (pectinas), bien sobre los de agua hirvien-

te acidulada (compuestos pécticos totales).
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Resume, como mis importantes, los siguientes procedimientos

analfticos generales:

~— Pesar la pectina extraida, una vez desecada, después de
precipitada con alcohol (70 % de concentracién final) o acetona.
Valoracién posterior de la acidez libre y carboxilos esterificados,

y por tanto riqueza en metoxilos de la pectina aislada.
{ , A

-=- Descarboxilar, por el &cido clorhidrico, la pectina aisla—

da y dosificar el anhidrido carbénico producido.

-- Pracipitar el material péctico, una vez saponificados_los
grupos ésteres con hidréxido sédico, como pectato célcico y pesar

el precipitado,

Sin embafjé, McCready y McComb (20) en 1952, exponen las di-
ficultades de interpretacién de los resultados que se presentan
al utilizar procedimientos de extraccién sucesiva de fracciones
pécticas de los tejidos Qegetales empleéndo distintos disolventes
(agua caliente, 4cido mineral diluido, é&lcalis frios, oxalato amé-
nico, efc.) debido al solapamiento de las referidés fracciones,
Consideran més razonabie, para la determinacién de pectinas tota-
les en frutos, la extraccién del material a pH 7 6§ més bajo, a tem-
- peratura suave, con tal que el tejido esté suficientemente macera-
do y que los cationes polivalentes se encuentren secuesfrados. Des-
criben un procedimiento que consiste en extraer las sustancias péc-
ticas totales de los frutos, sin calentamiento, empleando solucidn
Versene {sal tetrasédica del &cido etilendiaminotetraacético), co-
mo secuestrante del calcio, y pectinasa (poligalacturonasa). A con-
tinuacién, el &cido anhidrourénico obtenido en la degradacién del

polimero por la enzima se hace reaccionar con carbazol, en medio
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sulfirico, midiendo la intensidad del color desarrolledo a 520 nm;
El procedimiento puede aplicarse a diversos tipos de materiales
pécticos, tales como residuos secos, frutos frescos y zumas con-

centrados.

Un método andlogo es descrito por Rouse y Atkins (21) en 1955
y utilizado por ellos en otros trebajos (22) (23). Posteriormente;
Thibault y Robin (24) han adaptado este procedimiento para la de-
terminacién automética de los materiales pécticos con un Auto Ana-

lizador.

Gee, McComb y McCready (25) desarrollan una técnica muy préc-
tica que permite la determinacién cuantitativa y caracterizacién
quimica parcial de las sustancias pécticas totales sin necesidad
de extraerlas de los tejidos vegetales. Para ello, los tejidos fres-
cos se tratan con etanol acidificado\que inactiva 1as enzimas, eli-

mina azGcares, Acidos y sales orgéniéas solubles y convierte los

pectinatos en sus sales_libras.

El residuo insoluble resultante se analiza directamente sin
extraer del mismo las sustancias pécticas, Las determinaciones rea-
lizadas incluyen grupos carboxilos libres, esterificados y totales,
grupos acetilos, porcentaje de Acido anhidrourénico y porcentaje de
esterificacién. Para la determinacién de los grupos acetilos emplean
el método especifico colorimétrico de McComb y McCready (26) por
reaccién de los grupos ésteres con hidroxilamina, con formacién del
écido acetohidroxédmico. Luh y colbs. (27 (28) emplean posteriormen-

te los mismos procedimientos.

Schultz (29) desarrolla una técnica para determinar acetilos

consistente en saponificar los ésteres con hidréxido sédico, una
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vez humedecida la pectina con alcohol etflico, y valorar la acidez
voléatil tras la adicidn de solucidn de Clark (sulfat6 magnésico y
dcido sulfirico en agua destilada)'utilizando octanol-2 (dos gotas)

como desespumante.

Utrosvmétodoé de extraccién y andlisis, recientemente desafro—
1lados por varios autores, y que adn no han alcanzado una difu516n
tan amplia como los anteriores, se. resumen por P11n1k y Voragen en
una revisién sobre composicién y propiedades‘de las sustancias pécf

ticas (30).

Se han realizado numerosos estudios sobre los cambios que ex-
perimenta el contenido péctico total en manzanes (3}), peras (32),
tomatesv(BB), naranjas y bananas (34), durante la maduracién y se
ha. comprobado que al avanzar ésta la protopectina se convierte:
enzimdticamente en pectina por lo que hay Qh'aumentb de la frac-
cién soluble en agua en‘tqmates, cerezas, nisperos; naran jas (35),

banasas (36) mangos y manzanas (37), entre otros frutos.

También la metoxilacifn cambia durante la maduracién; asi en
albaricoques se ha encontrado que presenta un méximo cuando la fru-
ta estd madura y decrece a continuacién répidamente (36). Este re-
sultado se confirma en el melocotén por Chang y Smith (38) que lo

relac1onan con los geles obtenidos en mermeladas.

Utilizan la técnica de Smith y Bryant (39) en la cual la valo-
racién se lleva a cabo después de separar las pectinas en fraccio-
nes relativamente homgéneas con respecto al contenido en ésteres
met{licos, mediante @l uso de diétilaminocelulosa (a0) (a1).

Para la determinacién de acetilos utilizan el método de Gchultz
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(29) anteriormente mencionado. Biale (42) ha estudiado la importan-
cia de las pectinas desde el punto de vista fisiolégico, por su con-—

tribucién al metabolismo general.

3.2.- Enzimas pectinolfticas.

Dentro de las enzimas que pueden afectar las sustancias pécti-
cas, modificando su composicién, pueden establecerse segln Phaff y
Joslyn (43) y Kertesz (44), dos grupos principales segin el lugar

especifico de accién sobre la molécula de pectina:

a).- El primero comprende las engimas que saponifican la molé-
cula rompiendo los grupos é&steres metilicos de los &cidos poligalac~
turdnicos y su nombre genérico es el de pectin-esterasa o pectin-

metil-esterasa. Actlan segin el esguema siguiente:

COOH COOCH5
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b),- El segundo grupc 1lo integran las enzimés que despolime-
rizan las sustancias pécticas por rotura del enlacé glicosidico,
y se conocen con gl nombre genérico de poligalacturpnasas. Pueden
subdividirse, a su vez, en dos clases: endo y exo. Las primeras
atacan la cadena de Acido poligalacturénico al aza;, y teéricamen—
te en cualquier lugar de la misma, mientras gque las exo sjercen su
accién s6lo en los nacleos terminales, de forma ordenada, dando lu-

gar a monémeros y dimeros. Estas Gltimas son menos frecuentes en

los microorganismos.

En relacién con la hidrélisis producida parece que puede lle-

varse a cabo por dos mecanismos diferentes:

En el prlmer-caso (mecanlsmo a), reciben los nombres genéri-
cos de polimetllgalacturonasas (PMG) 6 pollgalacturonasas (rG)
dependiendo del contenldo en ésteres met{licos del sustrato so-
bre el que actfa., En el caso de que el mecanismo de ruptura sea
el b, reciben el nombre de pectin-transeliminasas (PTE) y é&cido
péctico- transeliminasas (APTE), respectivamente, y dependiendo
igualmente del contenido en metoxilos de la cadena de &cido poli-

galactdrénico.



vT -



- 15

3.2.1.- Pectinesterasa.

El primer trabajo sobre estas enzimas fué publicado por Fremy
en el afio 1840, Desde entonces, son muy numerosas las publicacio-
nes sobre presencia de la enzima en plantas y su modo de accién

(a3) (a5 - s5).

Se han investigado ampliamente las dbtenidas'de hojas de al-
falfa y tabaco, frutos citricos, tomate‘y pepinillo. Asi mismo se
ha estudiado su presencia en la salmuera durante la fermentacidén
de este Gltimo fruto, si blen 1la act1v1dad es bastante baja, posi-
blemente por encontrarse en condlciones muy leJos de las Sptimas

-
- e

Otras isoenzimas han sido aisladas procedenteé'de microorga-
nismos, Asi, Etchells y Bell han comprobado, sopre pectina citri-
ca, actividad de pectinesterasa producida por lébaduras de 1oé gé-
neros Endomycopsis y Debaryomicéé; presentes en la salmuera duran-
te la fermentacién de numerosos frutos (57). Estos»mismos autores,
operandoc con distintés concentfaciones de azGcares y a diferentes
valores de pH (58), confirman posteriormente la existencia de de-
sesterificacidén debida a la presencia de otros génefos de levadu-
ras. Los mohos, que aparecen frecuentemente en la superficie de

las salmueras durante la fermentacién, son otra fuente de esta en-

zima (47).

La enzima de frutos esté fuertemente absorbida en los compo-
nentes insolubles de los tejidos por lo que los Zumcs o extractas
en agua solo contienen una pequefia fraccién de la actividad total.
Esto se aprovecha para uﬁa purificacién previatela enzima'meﬂian—

te lavadés con agua acidulada, a valores de pH entre 3 y 4 unida-
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des, que permiten sepafar numerosos componentes solubles del fruto,
afectando muy poco la actividad enzimitica. La extraccién de la en-
zima puede llevarse a cabo con una solucién salina (generslmente
cloruro sédico al 10 %) ajustada a valores de pH comprendidos en-
tre 6 y 7 unidades, condiciones en las que la enzima es muy solu-

ble (59) (e0).

Como método de purificacidn se emplea usualmente la didlisis
frente al agua destilada, de la solucidén enzimética. En ausencia
de sales, la enzima precipita, y esto permite su separacién. de
otros componentes solubles en agua que no hubiesen sido elimina-

dos en los lavados previos,

Otras formas de purificacidn utilizadas han sido la adsorcidn

sobre tierras de diatomeas y la precipitacién con sulfato amﬁnico;

La determinacién de actividad, basada en la medida de concen-
tracién de los prqductos:de reaccidn, puede realizarse por los si-

P A

guientes procedimientos: ’ S e

a) Medida colorimétrica del metanol liberado en la hidrélisis

de los grupos metoxilos de la pectina (61). .

b) Formacién de geles iénicos de pectinato célcico, dependien-
te del ndmero de carboxilos libres, que puede utilizarse para de-
tectar actividad enzimitica en extractos, por comparacién con un

blanco (58).

Este método no tiene aplicacién cuantitativa, y aunque presen-
ta la ventaja de su rapidez, la actividad puede verse influenciada

por la presencia de ion Ca++.
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c) Valoracién, a pH constante, de los grupos carboxilos libe-

rados por la accién de la enzima,

Kertesz, en 1937, utiliza ya este procedimiento para medir ac-
tividad en el Jjugo de tomate. E1 valor de pH empleado por este au-
tor es de 6,2 unidades, zona de viraje del indicador rojo de meti-

lo (53).

Posteriormente, la iﬁfluencia del pH y el efecto de la presen-
cia de cationes, se estudian por diversos autores (48) (49) (51)
(62), que introducen una serie de modificaciones en el método ori-
ginal, las més importantes de las cuales se recopilan posterior—l

mente por Rouse y Atkins (21).

Este método de valoracién, que se caracteriza por su senci-
llez y exactitud, ha sido el mé&s empleado en la préctica en los 4l-

timos afios.

La actividad enziméfica esté ésociada con la clarificacidn y
gelificacién de los zumos de frutas, por formacién de pectinas de
bajo Qontenido en metoxilos, con lo cual se separa el material co-
loidal y precipitan los sélidos insolubles que se encuentran en

suspensién (63).

Bell, Etchells y Jones (56) concluyen que la actividad de pec-
tinesterasa no esté directamente relacionada con los cambios en la
teXtura, ya que encuentran que la enzima esté presente tanto en pe-
pinillos duros como blandos. Sin embargo, podria tener una influen-
cia indirecta, pués diversos investigadores han llegado a la con-
clusién de gque la hidrélisis glicosidica de la cadena péctica de-

be ser precedida de desesterificacién parciel (64) (65). Posterior-
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mente al estudio de esta accién sinérgica ée ha comprobado la inhi-
bicién de poligalacturonasa por altas concentraciones de pectines-
teraéé, si bien como estos trabajos no han sido hechos con dicha
enzima purificada, la inhibicién podrfa ser causada por sustancias

extrafias que acomparien a la esterasa,

La hidré6lisis de grupos metoxilos de la pectina por accién de
la enzima es muy especifica, habiéndose cnmprobado que no se hidro-
lizan los ésteres de glicoles y glicef{ha, y que otros ésteres, no
galacturdpicos, lo hacen a una velocidad mil veces inferior (66)
(67)..Asi.mismo, los metilglucésidos, &cido poligalacturénico sin-
tético f el metilester del &4cido o{ -D-galacturénico se hidroli-
zan maselentamente que la pectina natural (53). Sin embargo, la
sal clcica del éster metflico del tartrato es hidrolizada répi-

damente por la enzima (68).

La pectinesterasa de frutos es, comparada con otras eniimas,
muy resistentes al calor, siendo generalmente inactivada por enc;-
ma de los 602 C, y dependiendoﬂla desnaturalizacién alcanzada del
vglor de pH a que se éncuentre. Asf por ejemplo, a unwvalﬁr'de"pH
de 4 unidades la enzima se inactiva totalmente en pocoé sagundos
(55) (89). La pectinesterasa procedente de mohos es mucho més sen-

sible al calor.

El pH &ptimo depende de la procedencia de la enzima y de la
concentracién y naturaleza de los cationes presentes. En general,
la actividad de la enzima precedente de frutos crece con el valor
‘de pH entre 4 y 7 unidades, siendo difficil el estudio por encima
de este valor debido a la saponificacién por simple reaccién qui-

mica que introduce un gran error sn las determinaciones realiza-
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das en dicha zona. Por otro lado, a valoreé de pH superiores a

7 unidédes se produce una inactivaecidn de la enzima, hecho que
ocurre igualmente a valores de pH excesivamente bajos (70). Asi,
a temperatura ambiente, se desnaturaliza totalmente a un valor

de pH de 2 unidades en una semana, y a un pH de 3 unidades en un
mes, mientras que a un pH de 4 unidades, después de un mes a 259
'€, sélo retiene un 18 % de su actividad (55). La enzima proceden-—

te de mohos tiene su pH éptimo entre 4,5 y 5 unidades.

Por lo que respecta al efecto de las sales, y en general,
puede afirmarse que, en el caso de pectinesterasa de frutos, es
précticamente inactiva en ausencia de ellas., La adicidn de estas
hace descender el pH 6ptimo. y el rango de actividad a regiones
més bajas de pH. Sin. embargo, pafa valores comprendidos entre 7
’ y 8 unidades las sales no parecen tener ningln efecto sobre la ac-

tividad de dichas enzimas (54) (59) (71).

' Con cationes divalentes la activacién méxima, a pH 6, ocurre
para una concentracién de sal alrededor4de 0,03 M. Para cationes
monovalenfes, se consigue una activacién méxima cuando la con-
centracién de sal es alrededor de 0,1 M, pero la actividad no se
elimina para concentraciones més altas (49). La activacidén es tan-

to m&s importante cuanto m&s bajo sea el pH. X

Por el contrario, la pectinesterasa de mohos es activa en au-
sencia de sales y su actividad se ve muy poco influenciada por la
concentracién de las mismas o no cambia en absoluto, como indican

McColloch y Kertesz (54).

La enzima es muy resistente a los agentes quimicos pero es

inhibida por los detergentes sintéticos, del tipo laurilsulfatosd-
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dico y alkilarilsulfato, a bajas concentraciones. La pectinestera-
sa de hongos es mucho més resistente a estos agentes que la enzi-

ma de plantas superiores.

' Se ha comprobado que la irradacién gamma activa la pectineste-
rasa y acelera la degradacién de péctinas en fresas (72); naranjas

(73) (74), manzanas (75) y papayas (76).

El deéarfollo de la actividad de pectinesterasa difiere de
unas frutas a otras; asi, mientras -en bananas - (36) y tomates (77)
se encuentra un incremento con la madurez, en el mango (37) dismi-

nuye la actividad con ésta.

3.2.2.- Poligalacturonasa.

En el afioc 1921 Paton (78) demusstra la presencia de poliga-
lacturonasa en el polen de azucena, Posteriormente Kertesz‘(45)
la encuentra en sl tomatg maduro, mientras que en él verde obtie-
ne resultados negativos, y McDonnell y colbs. (49) realizan medi-
das de actividad, determinando el incremento en grupos reductores

liberados por el método del hipoyodito de Willstater-Schudel,

~ Matus (79) cita hasta sesenta y seis fuentes distintas de po-
_ ligalacturonasas, si bien, en su_qpinién, no todas son dignas de
confianza, dada la diversidad de procedimientos empleadoé por les
diferentes autores. En los pepinillos (80) se ha encontrado a?ti—
vidad enzim&tica tanto en el extracto de semilla seca como en los
estambres y pistilgs, y'en los frutos maduros, cuyo valor de pH

es aproximadamente 4,4 unidades. Por el contrario, los frutos ver-
des (con un valor de pH de alrededor ds 6,1 unidades) no muestran
actividad., En este mismo trabajo se confirma que la cantidad de

enzima en el tomate se incrementa con la maduracién.
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§s han publicado igualmente pumeroscs trabajes sobre peligas

e

ecturonasas procedentes de mohes (64) (81 = 88), gue sem simila-

86 a las encontradas em las salmueras de diverses frutes fermen-
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eién es difersnte, Demaip y Phaff (94), y Roelefsen (95) realizen

ipvestigacionss para earacterizar estas emzimas, Estudies simila-

res sebre diversas espgcies de levaduras fermentativas y exidati-

vas han sido realizades por Bell y Etehells (S58) y em distintas es-
peeies del génere Bacillus por Nertje y Vaughn (96), Vaughn y eolbs,

B
(87) y Karbassi (98), Se ha demestrade también actividad pestino-

R-=p- gy =g =g

fes Pseudomenas (99) y Erwinia (100), | Sl

p=p gl

ER euanto & la extraceién de la enzima, les métedes empleas

dos per les diverses auteres, si bisn eon ligeras variantes, sen
8

y
gsterasa, Asi, para tomates y pepirilles, se esngelan les frutes

g =102 G, y posteriormente, una vez parcialmente descengelades,
& =

A eantidades variables de clerure sédico al 2 %, ajus-

tands el valer de pH a 6,0 unidades gon hidréxide sédieo 1 N, Les
extractos se ednservan baje tolusme a 52 €, Otras partes de la

‘Blanta se extraen sin eorgelacién previa,

Phaff y Joslyn (43) recepilan cince métedos pare medir la ee=

.....
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12,-~ Incremento en sustancias reductofas. Este procedimiento,
estudiado por Jansen y McDonnell (64) da buenos resultados para
altas concentraciones de ‘enzima perc no es suficientemente sensi-
ble para la medida de actividad en salmueras cuando el aumento de

poder reductor es muy peguerio.

22 ,- Disminucién del precipitado obtenido como pectato cél-
cico. Una vez saponificada la pectina, la ausencia de preciﬁitado
con el ion Ca++ indica la presencia de poligalacturonasa. Este mé-

todo es Gtil para determinaciones cualitativas (58) (86).
32,~ Disminucidn del precipitado obtenido con alcoholy(loll
42 ,- Disminucidn de la rotacidn dptica (102).

52,- Disminucidn de la viscosidad de una solucidn de pectina

~ (56)) (203) (204).

Los cuatro primeros fequieren que se produzca una fuerte hi-
drdlisis de enlaces glicoéidicos en un intervalo de tiempo rela-
tivamente corto, mientras que el Ultimo mdtodo descrito es mucho
mas sensible, y por tanto mas Util para estudiar la actividad en

fermentaciones en las que la hidrdlisis es lenta.

Factores tales como concentracion, tampefatura, tiempo de in-
cubacidn, presencia de cioruro sddico y de pectinesterasa, tienen
una gran influencia en las medidas de viscosidad, y por tanto de-
ben tenerse muy en cuenta al normalizar el método de medida em-

pleado.

Entre otros métodos de purificacidn, se han empléado la flo-
culacidn en el punto isoeldctrico y cromatografia en gel (105),

la cromatografia en columna con &cido pdctico modificado (106),
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la precipitacién con sulfato aménico seguida por cromatografia de
intercambio iénico y filtracién a través de gel (107), y la pre~

cipitacién con rivenol y electroforesis en gel (108).

En cuanto al valor de pH 6ptimo para la actividad de la enzi-
ma poligalacturonasa, en las salmue;as de pepinillos se encuentra
alrededor de 4 unidades (43) (56) (79) (éa), anflogo al del .tamate
maduro (49). '

8in embargo, para las poligalacturonasas de bacterias presen-
ta dicho valor 6ptimo alrededor de 7 unidades, mientras que, para
los mohos ofrecen una mayor variabilidad; asi en el caso de Moni-
linda fructicola (109) se ha demostrado la existencia de dos endo-
polimetilgalacturonasas con la méxima actividad a valores de pH de

. 4,5~5,0 y 7,5 respectivamente.

La presencia de algunos cloruros, a baja concentracién, acti-
va la acci6n de la poligalacturonasa (84), mientras gue las gran-
des concentracicnes de sal pueden inactivarla o precipitarla (56).
La temperatura 6ptima de actividad parece estar alrededor de los

302 C.

La poligalacturonasa, cuando esti suficientemente purificada,
es muy resistente a diversos agentes quimicos como el dcido yodo-
acético, cloruro mercirico, azida sédica, fluoruro sfdico, arse-
niato aménico y anhidrido sulfuroso que tienen poco 6 ningin efec-

to sobre su actividad.

Jansen y colbs. (82) comprueban la inhibicidn de la poligalac-
turonasa en presencia de altos niveles de pectinesterasa y lo atri-

buyen a proteinas acompafiantes; otros autores, que confirman estos
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resultados, afirman que pueden deberse a lé formacién de un gel
consistente con los iones polivalentes presentes (55). Sin embar-
go, las investigaciones de mayor interés dirigidas a conseguif la
inhibicién de la poligalacturonasa son las realizadas para aislar
sustancias naturales que, por su inocuidad, puedan afiadirse como
conservantes en las salmueras ds fermentacién. Asi, Bell y Etchells
(110) demuestran que la fraccién soluble de la hoJja de vid inhibe
la actividad celulolftica y pectinolitica en la Ferméntacién de
pepinillos y, puesto que el inhibidor evita la degradacifn de la
cadena péctica, encuentran una proporcionalidad entre su concen-

tracién y la textura.

" Por otro lado, el extracto de la hoja de vid no afecta a las
bacterias léctiQas implicadas en la fermentacidn y los pepinillos,
desalados y manufacturados, fueron aceptebles para el panel. En-
-’cuentran que se.consigue una extraccién mds completa del inhibi-
dor con hojas frescas o He}adas mientras que secas, calentadas a
45 -~ 482 C durante 40 horas, pierden gran parte de su actividad.
Cuando sa realiza una precipitacién con acetona existe inhibicidn
tanto por la fraccién sobrenadante como por el precipitado lo que

sugiere la presencia de mds de un inhibidor.

Este inhibidor no es ni un carbohidrato ni una proteina y
tiene elevado pesoc molecular ya que es estable al calor, &lcali,
écidos diluidos, agentes precipitantes de proteinas como el tri-
cloroaqético y no es dializado por celofén o colodién frente a

agua o buffers diluidos.

En un trabajo posterior (111) encuentran que el polvo sepa-
rado para anélisis de taninos retiene toda la actividad y en un

estudio m4s detallado de la didlisis confirman que el mayor por-
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centaje de material activo no se dializa y sélo una pequefia frac-
cién de la actividad se encuentra en el dializado. Para una con-
centracién de 4,8 mg/ml, correspondiente a 0,3 mg/ml de tanino,
se consigue una inhibicién del 95 %. La adsorcién con Amberlita
IRA - 410 (OH-) separa todos los compuestos inhibidores pero la
elucién con hidréxido aménico seguida de desionizacifén con Dowex
50 (Hl) produce una solucién oscura, con fuerte reaccién de.poli—
fenoles con cloruro férrico, que sélo retiens aproximadamente un

25 % del poder inhibidor original.

Por filtracién en Sephadex G - 50, los extractos de la hoja
de vid, cuando se representan como actividad de las fracciones
como inhibidores, dan cinco 6 seis picos de elucidn y las pruebas
realizadas con cloruro Férrico indican que existe una estrecha re-
lacién entre la concentracifin de polifenocles y la inhibicién. Con-
- cluyen, que puesto que estos inhibidores de la hoja de parra, que
son activos también para celulosa, se eluyen de forma relativamen-

te répida sus pesos molecu1aresbdeben de ser bastantes altos.

También en los extractos del forraje procedente de plantas
del género Seficea (112) se ha demostrado la existencia de inhibi-
dores que deben poseer naturaleza polifendlica pués la accién de
polifenol-oxidasa suprime la inhibicién; estos inhibidores, que

precipitan con cafeina, gelatina y sulfato de nicotina, son efec-~

tivos con poligalacturonasas de diversas fuentes (113).

'En semillas de algodén, Hunter (114) demuestra la relacién
que existe entre el contenido polifenélico y la resistencia a la
infeccién por mohos y comprueba que los extractos obtenidos con

estas semillas inhiben la poligalacturonasa proporcionalmente a

3
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su concentracién en compusstos fenélicos.

También en las hojas de vid se ha relacionado la cantidad de
ortodihidroxifenoles presentes con la resistencia que muestran a
‘la infeccién por Gloeosporium ampelophagum y se ha demostrado que
dichos polifenoles, a bajas concentraciones, inhiben las enzimas

pectinoliticas (115).

Recientemente, Pilnik y colbs. (116) en una interesante comu-
nicacién estudian la especificidad y mecanismo de réaccidn de es-
tas enzimasdylﬁﬁeilér (117) publica una revisién de'algunas de sus
aplicaciones en la que se discute la clarificacién de jugos, el
aprovechamiento de frutos y el ablandamiento de los tejidos E¢|el

prensado en frio de aceitunas. : -



4.~ TECNICA EXPERIMENTAL
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4,1,- Materia prima empleada.
4,1.1.- Pimientos.

Para las diferentes experiencias se emplean tanto frutos fres-
cos como elaborados para el relleno de aceitunas verdes aderezadgs
al estilo espafiol o sevillano. Para dicha elaboracidn se utilizan
dos métodos, A y B, que difieren entre si dnicamente en el proce-

dimiento de pelado previo y que pueden resumirse en el esquema si-

guiente:

Frutos frescos

pelado con
. hidrdxido sddico

pelado al horno

lavado con
4cid

lavado con
agua

colocacidn en sal-
muera acidulada

inoculacidn
con levaduras

fermentacidn a valor
de pH controlado
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En el mdtodo A, realizado totalmente en el laboratorio, los
pimientos se introducen, para el pelado, en una solucidn acuosa
de hidrdxido sédico al 12 %, calentada a una temperatura gque os-
cila, segin las distintas experiencias, entre 68 y 752 C, con tiem-
pos. de inmersidn variables, respectivamente, entre 4,0 y 2,5 minu-

tos. . .

Al’término del tratamiento alcalino, los frutos se lavan con
agua acidﬁlada con &cido lactico al 1 % durante corto tiempo pafa
detener la accién de la lejia, se;enjuagan posteriormente con egua,
liberdndolos mecénicamente de ped@nculos y semillas, y se colocan
en salmuera del 12 - 13 % de.cioruro sédico, acidulada con léctico
hasta un valor de pH en el equilibrio de 3,4 a 3,6 unidades, Qentro
de fermenﬁadores de cloruro de polivinilo, con capacidad para unos
cuatro kilos de fruto, provistos de dispositivos aaeéuédds para to-
ma de muestras, reposicidn de salmuera y con cierre hidradlico para
evitar la formacién de velos superficiales de levaduras (11) (12)

(118).

A continuacidn, se inoculan con un 2,5 % de cultivo de leva-
duras de diversas especies previamente aisladas y clasificadas de‘.
la flora naturalmente presente en salmueras de pimientos (118)
(119); se incuban a 20 - 252 C, produciéndose una fermentacidén a
pH controlado que comunica al pimiento las caracteristicas orga-

nolépticas adecuadas para su consumo,

En el mé&todo B, el pelado de los frutos en horno, a llama di-
recta de fuel oil, se realiza en la industria, trasladéndose inme-
diatemente los pimientos pelados y lavados con agua al laboratorio
para las operaciones posteriores de colocacién en salmuera, inocu-—

lacién y fermentacién en las mismas condiciones que para el método A.



4,1,2.- Aceitunas.

Experiencias andlogas se han realizado con aceitunas de la va-
riedad Hojiblanéé madura, empleéndose tanto los frutos frescos como
los procedentes de la elaboracién como aceitunas negras al natural
en salmuera (3), para lo cual se ha utilizado el mismo tipo de fer-

mentadores, operando segin el esguema siguiente:

Frutos frescos
lavado con agua

colocacidén en
salmuera de 10 %

inoculacidén
con levaduras:

fermentacidén
4,2,~ Preparaciéin de las muestras.

4,2.1,- Obtencidn de residuos secos para la determinacién de

pectinas.

Para preparar los resfduos secos se ha utilizado el método des—-
crito por Gee, McComb y McCready (25) en el que se introducen algu-

nas modificaciones para adaptarlo a los productos ensayados:

A una muestra de 400 g de frutos, previamente troceados, se le
afiaden tres vollmenes de etanocl del 95 %. Estos ayuda a inactivar
las enzimas, deshidrata parcialmente, y extrae las sustancias solu-

bles de la pulpa. Después de dejar la muestra al menos una hora con



este tratamiento inicial se decanta, mezclando las porciones de aul—
pa en un tritupador eléctrico con aproximadamente dos volGmenes de

etanol acidificado (750 ml de etanol del 95%, 200 ml de agua desti-p
lada y 50 ml de HC1l concentrado), agitando vigorosamenfé durante: una
hora y filtrando. Se mezcla el resfduo con dos voldmenes de alcohol

del 70%; se filtra nuevamente y se repite este tratamiento de mezcla
' y lavado hasta que el filtrado dé reacciéﬁ negativa de cloruros con
nitrato de plata. A continuacién; se lava la pulpa, libre de cloru-

ros, con dos vol@Gmenes de acetona y se repite este tratamiento hasta
que el 1fquido de lavado sea totalmente incoloro, dejando finalmente

secar el residuo a temperatura ambiente.

Para los filtrados se utiliza papael de gran porosidad, emplean-
do uno distinto en cada lavado, ya que, en caso contrario, la opera-
cién se hace extremadamente lenta por ia naturaleza del material es-

)

‘tudiado,
4.2;2.— Extractos de'pectinesterasa;

Pafa el estudio de la actividad de pectinesterasa en el pimien-
to las soluciones enzimidticas se han preparado bor el procedimiénto
seguido por otros autores para investigar la enzima del 1limén y del

tomate (21) (120). 5

Para la extraccién, cien gramos de pulpa, previamente lavados
con agua acidulada con 4cido clorhidrico, se maceran durante 24 ho-

ras en 200 ml de solucién de cloruro sédico al 10 %.

En la aceituna madura, dada la compleja composicién del fruto,
la determinacién de actividad enzim&tica en extractos preparados de
forma semejante a los de limén, tomate o pimiento, con diferentes:

tiempos de extraccién (6, 24, 48 horas), con aceituna prensada o
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troceada y en alpechin, no da resultados reproducibles, posiblemen-
te debido a la presencia de compuestos que no se eliminan en el la-

vado previc y cuya hidrélisis interfiere la medida.

Para subsanar esta dificultad, 50 g de frutos deshuesados se
prensan, se someten a un lavado con agua acidulada y a continuacién
a répidos lavados con acetona. Después de repetir el lavado inicial
con agua acidulada, se extrae finalmente con 100 ml de solucién de
cloruro sédico al 10 % durante 24 horas.
' 4,2,3,- Extractos de poligalacturonasa.
A partir de los pimientos, las soluciones de la enzima pueden

obtenerse, sin dificultad, por extraccién dirécta bon cloruro sé6di-

co al 2 %, tal como describen otros autores para diversos frutos.

-

Sin embargo la extraccién directa de aceitunas deshuesadas
con cloruro sédico al 2 % no permite obtener soluciones activas de
la enzima. Se ha intentado una purificacién por lavados previos con
acetona de modo anélogo a como se hace para pectinesterasa pero los
resultados han sido negativos ya que la poligalacturonasa parece
ser mucho mis sensible a la desnaturalizacién por este disolvente.
Mejores resultados se han obtenido realizando la extraccién tras A
sucesivos lavados con agua destilada si bien esta operacifin se ve
alGn dificultada por la gran concentracién de lipidos del fruto. Pa-
ra evitar esto, el método finalmente utilizado para la preparacidn
de extractos de poligalacturcnasa en la aceituna consiste en lo si-

guiente:

Cincuenta gramos de fruto deshuesado se prensan previamente
para eliminar el alpechin y el aceite; a continuacién, se tritura

" dicho prensado, lavédndolo en un embudo varias veces con agua des-—
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tilada. Finalizados los lavados, el residuo se extrae con 100 ml
de cloruro sddico al 2 % durante 24 horas y las medidas de acti-

vidad se realizan sobre estos extractos filtrados.
4.3.~ Wetodologia.
4,3.1.- Sustancias pécticas.

' 4,3.1.1.~ Sustancias pécticas totales por el método del car-

bazol (20).

- Reactivos.

- Solucién Versene.~ Disolver S5 g de la sal tetrasddica del

&cido etilen-diamino-tetracético desecado en un litro de solucidén.

- Acido acético.- Glacial, grado reactivo.

(3

- Acido sulfdrico.- Concentrado, grado reactivo,.
- Alcohol etilico.- Al 95 %, grado reactivo.

- Alcohol etflico purificado.- Poner a reflujo un litro de al-
cohol etflico del 95 % con 4 g de Zn en polvo y 4 ml de SOgH; (1:1)
durante 24 horas. Destilar, usando todos los aparatos de vidrio.

Agregar 4 g de Zn en polvo e hidréxido potésico al alcohol desti-

'- lado y volver a destilar.

- Reactivo de carbazol.- Disolver 0,10 g de carbazol (de grado
reactivo) en 100 ml de alcohol etflico purificado. La disolucidn es

lenta y es necesario agitar.

- Acido galacturdnico monohidratado.- (Grado reactivo). Compro-
bar la pureza, valorando 0,5 g del &cido con NaOH 0,1 N hasta un va-
lor de pH de 8 unidades, El1 peso tedérico de la férmula del &cido ga~
lacturénico hidratado es 212,
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- Pectinasa.- Schuchardt, grado reactivo.

- Extraccién de sustancias pécticas con Versene-pectinasa.

Pesar 1,0 g de muestra seca libre de azGcar, preparada segin
la técnica anteriormente dascfita. conteniendo de 10 a 40 % de pec-
tinas (expresadas como 4cido anhidro-urénico) en un vasc de 250 ml
y humedeciendo con alcohol etflico del 95 %. Acomplejar los catio-
nes divalentes con 200 ml de solucidén Versene al 0,5 %. Ajustar el
pH a 11,5 unidades, con NaOH 1 N y saponificar las pectinas y pec~
tinatos, manteniendo la mezcla a 25¢ C durante 30 minutos y acidi-
ficando posteriormente hasta pH 5,0 - 5,5 con écido acético. Agre-
gar 0,1 g de pectinasa, agitar durante una hora, diluir a 250 ml Yy
filtrar. Despreciar los primeros mililitros del filtrado, diluir

2 ml a 100 ml y tomar 2 ml para el anélisis,

- Determinacién colorimétrica de 4cido anhidro-galacturdnico.

Poner 12,0 ml de SDaHé concentrado, en un tubo de ensayo de
27 x 230 mm, Enfriar el tubo y su contenido en un bafio de hielo
alrededor de 32 C, y afiadir los 2 ml de la soiucién obtenida an-
teriormente que contiene de 5 a 80 microgramos de &cido galactu-
rénico saponificado. Mezblar el contenido homogeneamenté mediante
- agitacién manual, Colocar otra vez el tubo en el bafio de hielo y
enfriar por debajo de 52 C. Calentar el tubo y su contenido duran-
te 10 minutos en un bafio de agua hirviente. Enfriar alrededor de
202 C, afadir 1,0 ml de reactivo de carbazol al 0,10 %, mezclar
homogeneamente, dejarlo estar a la temperatura ambiente durante

treinta minutos, y determinar dentro de los quince minutos siguien-

tes la intensidad de color usando la longitud: de onda de 520 nm.
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Analizar la serie de muestras, de manera que el tiempo y la
temperatura, a partir de la adicién del carbazol para la determi-

nacién de color, sean lo m&s reproductibles posible.

" Usar una curva standard para obtener la concentracién de éci-
do anhidrogalacturénico en las muestras y para controlar las varia-
ciones diariamente, incluir con cada serie de muestras un patrén de
40 microgramos de écido galacturdnico hidratado (33,2 microgramos

‘de écido anhidrogalacturénico). La reproductibilidad’ tiene un error

de un 2 % aproximadamente.

Si bien el método original recomienda usar sclucidén de carba-~
zol al 0,15 %, en este trabajo hemos elegido la concentracién del

0,10 % por dar un margen m&s amplio de estabilidad de color (121).
4,3.1.2,- Método de veloracién furicional (25).

=~ Acidez libre.

Afadir a 1,00 g de'pasta seca 5 ml de etanol, 100 ml de agua
y 1 g de NaCl, homogeneizando la suspensién seguidamente, durante
treinta minutos, utilizando un agitador magnético, al objeto de
facilitar la valoracién posterior de la mezcla. Afadir 6 gotas de
indicador Hinton (3 voléGmenes de rojo de fenol al 0,4 %, 1 volumen
de azul de bromotimcl al 0,4 % y 1 volumen de rojo de cresol al
0,4 % con 1 volumen de agua destilada) y valorar con NaOH 0,1 N,
agitando vigorosamente hasta color magenta, punto final que debe
mantenerse un minuto., E1 nGmero de mililitros de NaOH consumidos
multiplicados por la normalidad es igual a los miliequivalentes

de los grupos carboxilos libres por g de pasta.
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- Esteres totales,

Afiadir 10 ml de NaOH 0,5 N a ésta suspensién neutrélizada y
dejar reposar la mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente
para saponificar los grupos ésteres. Afadir 10 ml de C1H=U,5 Ny
valorar la pasta, agitando energicamente, con NaOH 0,1 N en pre-
sencia de indicador“Hinton hasta alcanzar un color magenta que de-
be mantenerse durante un minuto. E1 valor ocbtenido expresado en
ml y previamente corregido mediahte un ensayo en blanco para las
diferencias en los reactivos 0,5 N, se multiplica por la normali-
dad del hidréxido s6dico obteniéndose asf los miliequivalentes de

ésteres saponificados por g de pasta.

-~ Alcalinidad de las cenizas.

.

Se pesa en balanza de precisién alrsededor de un gramo de re-
siduo secﬁ de pectina y se calcina en un crisol a una temperatura
de 500 - 5502 C. Recoger las cenizas obtenidas con agua destilada,
calentando si es necesario. Afiadir 10 ml de solucién normal de &ci-
do sulférico. Una parte del &cido se neutraliza por las bases de
las cenizas y el exceso se valora con sosa 0,2 normal utilizando

comg indicador verde de bromocresol.
4.3.1.3.~ Determinacién de acetilos (26).

- HReactivos.

-~ Hidréxido sédico.- Disolver 9,4 g de NaOH de grado reactivo
en 100 ml de agua destilada.

- Clorhidrato de hidroxilamina.- Disolver 3,75 g de clorhi-
drato de hidroxilamina, reactivo para anédlisis, en 100 ml de agua

destilada.
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- Perclorato férrico.- Disolver 1,93 g de cloruro férrico
(FeCla. 6H-0) en 5 ml de HC1 concentrado, afiadir 5 ml de &cido
perclérico al 70 % y evaporar la solucién casi a sequedad. Diluir
a 100 ml con agua destilada para usar como solucidn madre. Esta
solucidén, cuando se conserva en el refrigerador, es estable has-
ta un minimo de un mes. Afadir 8,3 ml de Acido perclérico del 70 %
a 60 ml de solucién patrén de perclorato férrico. Enfriar en hielo
y llevar a 500 ml con metanol absoluto de grado reactivo. Este so-
lucién es estable hasta un minimo de una semana a temperatura am-

biente,

En la mezcla, manipulacién y almacenamiento de todos los reac-
tivos que contienen &cido perclérico, deben observarse las méximas:

precauiones,

- Solucién &cida de metanol.- Enfriar 35 ml de &cido perclé-
rico del 70 % y llevarlo a S00 ml con metanol absoluto frio de gra-

do reactivo.

- Blucosa penta-acetato standard,- Pesar 108,9 mg de [3-0—
glucosa pentécetato pura cristalina y disolver por calentamiento
suave en 5 ml de alcochol etilico, llevando hasta 100 ml con agua
destilada. Tomar fracciones de 2, 4, 5y 7 ml de dicha solucién y
llevar a 50 ml con agua destilada: S5 ml de esta solucién diluida
acuosa representan 120, 240, 300 y 420 de acetilo reépectivamén-
te. Preparar un blanco usando 5 ml de agua destilada y utilizando
para ajustar en el colorimetro el 100 % de transmitancia. La cur-
va patrén obtenida, representando las lecturas del galvandmetro

frente a la concentracién de acetilos, es lineal entre O y SDDXI "
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- Método.

‘ Pesar en un vaso de 100 ml una muestra de 0,25 g de la pasta
seca utilizada en el método de valoracién, que contiene aproxima-
damente de 2 a 11 mg de acetilo. Afadir 25 ml de solucién de hidro-
xilamina, homogeneizando la mezcla durante algunos minutos con un
agitador magnético. Afiadir lentamente a continuacidn 25 ml de so-
lucién de hidréxido s&dico, agitando de 15 a 30 minutos més para
conseguir la disolucién del material péctico presente. Filtrar a
través de papel de gran porosidad y pipetear exactamente 2 ml del
filtrado a un matraz aforadoc de 25 ml. Afiadir 5 ml de agua desti-
lada y 5 ml de metanol écido, agitando vigorosamente., Llevar a vo-
lumen afiadiendo solucién de perclorato férrico en pequeiias porcio-

nes, agitando bien después de cada adicidn.

Despuds de 5 minutos separar el precipitado del complejo fé-
" rrico de pectina-écido hidroxdmico por filtracién de la solucidén
a través de un papel de filtro Whatman 12, directamente dentro del
tubo del colorimetro. Determinar la intensidad del color, usando

una longitud de onda de 520 nm,

Preparar paralelamente un blanco, en otro matraz aforado de
25 ml mezclando 5 ml de asgua destilada y 1 ml de la solucién de
NaOH. Agitar enérgicamente, dejar reposar de 2 a 3 minutos, y
afiadir 1 ml de solucién de clorhidrato de hidroxilamina. Afiadir
a continuacién el metanol acidificado y perclorato férrico de la

misma forma que con las soluciones problema.
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4,.3.1.4.- C&lculo del grado de esterificacién.

En primer lugar, reducir todos los resultados a miliequivalen-

tes por g de pasta.
Peso equivalente del &cido anhidrourdnico (AAU) = 176
Carboxilos esterificados AAU = Esteres totales - acetilos.

Carboxilos totales AAU = Carboxilos libres + Carboxilos esteri-

ficados.

176 , 100 . Carboxilos totales AAU

% AAU =
1000

Carboxilos esterificados AAU . 100

% esterificacidn = :
: Carboxilos totales: AAU

4,3,1.5,- Influencia de diversos factores en la aplicacidn

del métndb del carbazol.

En generel, los proéedimientos del carbazol y de valofacién
coinciden dentro de una variabilidad razonable para productos na-
turales. No obstante, se observa una tendencia a obtener valores
casi siempre superiores en el método del carbazol, por lo que se
ha creido necesario profundizar en las posibles fuentes de error

de este método.

- Variaciones en el coeficiente angular de la curva patrén,

Se consideré de interés realizar un estudio sobre el efecto
que las distintas marcas comerciales de sulfarico podian tener
sobre la curva patrén. Para esta experiencia se utilizan diez
curvas patrén obtenidas con diferentes frascos de tres firmas

comerciales A, B vy C.vLas correspondientes a cada uno de ellos
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se identifican por un némero correlativo, empleédndose un segundo

guarismo para las muestras sucesivas utilizadas del frasco C - 4.

En principio se dedujo la necesidad de calcular la correlacidn

y la ecuacin de regresién para las distintas lineas obtenidas.

En la Tabla I se resumen los resultados obtenidos y de su ob-
servacidn se deduce la buena correlacién existente para los valo-
res de cada curva, lo cual significa el buen cumplimiento de la ley
de Beer para cada caso envparticulaf. £n relacién con las 1lfineas de
regresién, éstas presentan unos coeficientes angulares con ligeras
variaciones que, aungue pequefias, podrian afectar sensiblemente a

la aplicacién del método en cuestién.

Por tanto se decidié representar dichas lineas y el gréfico 1l
(logaritmd'de la transmitancia frente a concentracién de &cido anhi-
drogalacturénico) muestra las variaciones de pendiente que sa'obsar-
van no ya entre distintas marcas de sulflrico, lo cual era de espe-
rar, sino entre los distintos frascos correspondientes a una misma

casa comercial.

A la vista de estos resultados se decidié realizar el estudio
estadistico correspondiente al conjunto formado por las 48 muestras
correspondientes a cuatro experiencias realizadas en distintos dias,
todas ellas con sulfirico del mismo frasco, al objeto de ver si exis-

ten diferencias significativas entre ellas.

En la Tabla II se presentan los valores de las variantes estu-
diadas, La primera columna indice la concentracidén ampleada; la se-~
gunda, tercera, cuarta y quinta columna corresponden a las medidas,
por duplicado y por fecha, de transmitancia efectuadas en el Spec-

tronic 20 para cada una de las curvas,



TABLA 1

Lfneas de regresién y coeficientes de correlacifn corres-
pondientes a las curvas patr6n obtenidas con diferentes
marcas y frascos de sulffrico,.

Coeficiente de

Sulflrico Lfnea de regresién correlacién
A -1 y = 1,54543 - 0,00358 x r = - 0,99488
B-1 y = 1,92773 - 0,00312 0,99773
B -2 y = 1,93522 0,00378 0,99100
C -1 y = 1,93453 - 0,00497 0,99984
C-2 y = 1,94103 - 0,00453 0,99805

C~4 -~ y = 1,90228 0,00464 0,99641
C -4 - y = 1,95458 0,00400 0,99282
C -4 - y = 1,95468 0,00425 0,98766
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TABLA 11

Valores de transmitancia correspondientes a las curvas patr6n realizadas en
fechas sucesivas con un mismo frasco de sulflrico.

Concentracién Fecha
AAU (¥ /2 ml)
20-2=-T4 21-2-T74 27-2-T4 28-2-T74
Curva 1 Curva 2 Curva 3 Curva 4
80 33,0 - 34,5 42,0 - 43,0 40,5 - 42,0 37,0 - 40,0
40 58,5 - 50,5 62,0 - 58,0 62,0 - 66,0 62,0 - 65,0
8 69.0 - 72,5 76’5 - 78,0 81,5 - 80.5 82,5 - 80,0

4 79,0 - 75,0 82,5 - 83,0 87,5 - 86,5 86,5 - 85,0



Realizadas las operaciones oportunas, los resultados obtenidos
se resumen en la Tabla III. De su observacién se deduce una marcada
y sigﬁificativa diferencia entre las distintas experiencias, no en-
contréndose interaccién significativa entre concentraciones y expe-

riencias.

Para estudiar el error que comsterfamos al haber tomado como
patrén una de estas lineas al azar y posteriormente medir el pro-
blema trazando una paralela por el punto correspondiente al blan-
co de 40 Y segln indican los autores del método, elegimos para cal-
cular el error méximo las dos lineas de coeficiente angulares ex-
tremos. Se toma como patrén la curva 1 y por el punto correspondien-
te a ADX' se traza una paralela a la curva 2 estudiéndose las dife-
rencias para un valor dado de transmitancia entre dicha paralela
y la curva 1 (gréfico 2). Los resultados obtenidos para intervalos

de transmitancia de 10 en 10 unidades referidos a % de error se dan

- en la Tabla 1IV.

De todo lo expuesto se deduce que el método es perfectamente
aplicable siempre que las determinaciones se realicen al mismo dia
que la curva patrén. Sin embargo, la dificultad que entrafia la rea-
lizacién de una experiencia en que se efectien simultaneamente un
nimero elevado de muestras y la curva patrén, hace necesario la
simplificacidﬁ del método, mediante el trazado de la paralela por

el correspondiente blanco.

En la zona comprendida entre concentraciones aproximadas de
30 a GO‘K y COmo puede observarse en la Tabla IV, el error cometi-
do estd dentro de unos limites aceptables de f 10 % aproximadamen—
te. Fuera de esta zona el error aumenta muy significativamente, so->

bre todo para bajas concentraciones.
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TABLA 111

Ané&lisis de la varianza de las distintas experiencias con un mismo frasco de

sulfirico.
Sumas
Origen varianza cuadrados
Concentracibn 11800,88
(C)
Experiencias 795,69
(E)
Interaccién C x E 91,81
Error residual
(replicados) 93,37

Grados Cuadrados
libertad medios F Sig.
5 2360,176 606,73 P<<< 0,01
3 265,230 68,18 P<£<< 0,01
15 6,12 , 1,87 P >> 0,05
24 - 3,89
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TABLA 1V

Comparacién entre las dos curvas realizadas con el mismo
frasco de sulflrico con coeficientes angulares extremos.

Transmitancia Concentracifn AAU bError
(%) ( ¥ /2m1) (%)
encontrado real
70 - 11 6 41,7
60 26 23 11,6
50 . - 43 43 0
40 64 68 - 6,3

30 91 101 - 11,1

20 129 146 - 17,0
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Para evitar la realizacidn sistemética de la curva patrén,
y cefiirse al intervalo de menor error, parece ser por tanto acon-
sejable una toma de muestra tal, que dé transmitancias correspon-

dientes a la zona de concentraciones antes menclonadas.

- Presencia de carbohidratos liberados en la hidrélisis,

La aplicacidn de estos razonamientos a los productos natura-
les objeto de nuestra investigacién en unos casos corrige total-
mente las diferencias existentes entre ambos métodos, pero én4
otros, éstas siguen existiendo aunque las condiciones de trabajo
sean las més exigentes para evitar al méximo la introduccién de

errores.,

" Segln Keijbets y Pilnik (122)‘la presencia de azlcares neu-
tros en Ja cadena de pectina de la patata explica que los valores
encontrados por el m&todo de carbazol puedan ser hasta un 20 %

superiores a los obtenidos por valoracién.

Las sustancias pécticas al ser polisacéridos héterogéneos,
seg@n Pilnik y Voragen (30) pueden contener azlcares neutros li-
gados por enlace covalente a la cadena principal de galacturano
en ramificaciones laterales o dentro de dicha cadena principal.
Al realizar la extraccién pectinolftica dichos azicares neutros
se solubilizan Jjunto con el &cido galacturénico y aunque la reac-
cién del carbazol se considera especifica para este &4cido, pueden
reaccionar bajo las condiciones de la prueba, dando lugar a erro-
res que representan para glucosa y galactosa, segin Keijbets y

Pilnik, respecto al 4cido galacturénico, un exceso del 1 al 10 %.

Por todo ello, se considerd necesario investigar si en la

solucién tratada conpectinasa existian o no azlcares neutros.
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La presencia de éstos se puso de manifiesto mediante la técnica de
cromatografia descendente en cubeta de vidrio utilizendo como 1i-
quido de desarrollo la mezcla acetona-butanol-agua (2:7:1). Se
emplean tiras de papel de 28 x 60 cm poniendo manchas de la solu-
cién problema y como referencia muestras patrones de glucosa, Xxi-
losa, galactosa, arabinosa, fructosa, manitol, sacarosa y anhidro-
urénico. E1 tiempo de desarrollo fué de 48 horas y como revelador,
se empled reactivo de « -naftol (123) para detectar las manchas de
fructosa y disacéridos, y solucién de nitratoc de plata en acetona
(124) para las pentosas y hexosas. En los extractos obtenidos se
observé la presencia de disacédridos y entre las hexosas, glucosa

y galactosa.

| Una vez confirmada la presencia de azlcares, ensayamos Fl mé-
todo del ;arbazol en combinacién con la técnica del fenol-sulfiri-
co (125), indicada por’Keijbets; especifica para la deteccidn de
azGcares y asi, poder corregir la interferencia de éstos en el con-
"~ tenido de &cido anhidrogalacturénico comparédndose dichos resultacdos

con los obtenidos por el método de valoracién,

En la técnica del fenol-sulfarico (125) de Dubois y col., se
pipetean 2 ml de la solucién problema en un tubo colorimétrico de
didmetro interior entre 16 y 20 mm, afiadiéndosele seguidamente 1 ml
de solucién de fenol al 5 % en agua y 5 ml de SOAHé concentrado,
afiadidos répida y directamente al tubo de ensayo para obtener una
buena mezcla. Se espera 10 minutos y posteriormente se agitan y su-
mergen loé tubos en bano marfa a 25 - 302 C durante 15 minutos. Los
azGcares simples, oligosacéridos, puliéacéridos y otros derivados,

incluyendo los metil ésteres con grupos reductores libres, desarro-

llan un color amarillo-naranja que es estable durante varias horas,



midiéndose la absorbancia a 490 nm,

} feniendo en cuenta que la finalidad de esta experiencia comple~
mentaria es comprobar Gnicamente que la presencia de azécares\es |
otro de los factores que induce a error en la estimacién de &cido
galécturénico por el mé&todo del carbazol, si bien los azlcares pro-
cedentes de la hidrdlisis del material péctico son diversos, como
se demuestra por los resultados de la cromatografia en papel efec-
tuada sobre los extractos, hemos considerado, para simplificar, a
todos ellos como glucosa que es uno de los presentes en mayor can-—
tidad. Légicamente, para realizar la correccién exacta de los va-
lores seria necesaria la estimacién cuantitativa en cada caso de

todos y cada uno de laos azfcares presentes,
La forma de operar es la siguiente:

Se preparan por quintuplicado soluciones patrén de glucosa
(6LU) y écido anhidrourdnico (AAU), a cuatro concentraciones di-
ferentes, obteniéndose las curvas correspondientes para cada una

de ellas por los métodos del carbazol y del fenol-sulférico.

Calculadas las correspondientes lineas de regresién se obtie-
nen las absorbancias especificas (b) para los dos productos mencio-

nados en ambas longitudes de onda:

bAAU 520

= a
?GLu.szo 0,000

bAAU 450

PoLy agg = 0+0048

0,0047

0,0014



Al ser las absorbancias (A) aditivas, para una determinada lon-

gitud de onda,fla solucién del sistema de ecuaciones:

A, + c

500 = Panu 520 ©

aaw ¥ Poru 520 CeLu

A b e +b

290 = Paau 290 Caau * Yoy aso BoLu

permite calcular la concentracién (CAAU)pde écido anhidrourdnico co-

rregida para la concentracién de glucosa presente (CéLU)'

C = 109,1 A

AAU - 9,1 A

520 490

Al utilizar en el pimiento la correccién del método del fenol-
sulfirico para el del carbazol se consigue evidentemente una mejor
aproximacién a los resultados obtenidos por el procedimiento de va-
loracién. En la Tabla V se presenta un ejemplo tipico de dos muestras
~de pimientos (1 y 2) en las que se aplican directamente los dos mé-
todos en estudio, valoracién y carbazol, obteniéndose valores bastan-
tes discordantes entre si. Sin embargo, en las muestras 3 y 4; de
composicién muy similar a las anteriores, al usar la correccién de
azlcares indicada, los resultados obtenidos para ambos procedimien-

tos son perfectamente aceptables.

En el caso de las aceitunas, la aplicacién préctica y rutinaria
de esta correccién al método del carbazol resultarfa muchc m&s com-
plicada, debido a la complejidad encontrada en la mezcla de az(cares
liberados en la hidrélisis, razén que explica el hecho de que, para.
este producto natural, las discrepancias sean mayores entre los dos

métodos empleados en esta estudio,
4,3.2.~ Actividad pectinolftica.

4,3.2.),.- Actividad de pectinesterasa.



TABLA V

Contenido del pimiento en &cido anhidrourénico (% residuc seco)

segln los distintos métodos ensayados.

Muestra Valoracién Carbazol
} 24,37 28,73
2 22,75 26,97
3 24,04 25’21*
4 23,37 23,10%

% valores corregidos por el método del fenol-sulfirico.



El procedimiento empleado para la medida de actividad de pecti-
nesterasa en los frutos es una adaptacién de los procedimientos pro-

pusstos por Rouse y Atkins (21) y Kertesz (120).

- Reactivos,

- Solucién al 1 % de pectina en cloruro sédico 0,2 M.- Disol-
ver 11,7 g de NaCl en unos 200 ml de agua destilada y afiadir lenta-
mente, con agitacién, 10 g de pectina en polvo (con una riqueza mi-
nima del 9 %‘en metoxilos), con adiciones intermitentes de agua,
hasta llevar finalmente la solucién a un litro. Afiadir de 4 a 6
gotas de tolueno a la solucidén y conservar en el refrigérador en—
tre 4,5 y 102 C para evitar toda actividad microbiana, teniendo la
precauclidn de que alcance la temperatura ambisnte antes de utili-
zarla como sustrato en la determinacién de actividad de pectines-

terasa,

- NaOH 0,5 N,- 20 g de NaOH y completar hasta 1 litro con agua
destilada, -

- NaOH 0,05 N.- 2 g de NaOH y completar hasta 1 litro con agua

destilada,

~ Determinacién de pectinesterasa.

En un vaso de 150 ml poner S50 ml del sustrato, llevar la solu-
cidén con NaOH 0,5 N hasta un valor de pH préximo al de medida{de la
actividad, afiadir cuidadosamente con una pipeta de 1 a 5 ml de la
solucifn enzimitica y mezclar mecénicamente sustratoc y enzima, ajus-

tando répidamente la solucién con NaGH 0,05 N al pH de medida.

Se realiza entonces la valoracién a pH constante con esta. Gl-
tima solucién de hidréxido sédico mediante un equipo de titulacitn

automético Metrohm, modelo 3 D, provisto de registrador.
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El tiempo de reaccién es de treinta mihutos, a una temperatu-
ra de alrededor de 302 C, y comienza en el momento en que se alcan-

za el pH elegido para la valoracidén.

Los blancos se preparan afiadiendo al sustrato el mismo volumen
de solucién enzimdtica, previamente hervida durante diez minutos,
procediéndose a continuacidn de manera anéloga a la ya indicada an-

teriormente.

Las unidades de pectinesterasa, (u. PE) ml, representan el n(-
mero de miliequivalentes hidrolizados por minuto y miiilitro de so-
lucién enzimitica, multiplicados por el factor 104 para facilidad
de interpretacién, y se obtienen por la férmula:

- ml NaOH consumidos x normalidad x 104
(u. PE) ml =

ml solucién enzimdtica x 30 minutos
4,3.2.2.~ Actividad de poligalacturonasa.
El método empleado en los frutos consiste en la medida del
cambio de viscosidad de una solucién de pectina y ha sido utili-

zado por diversos autores para determinacién de actividad de po-

ligalacturonasa de otras procedencias.

- Reactivos,

- Buffer citrico/citrato 0,5 N.- Preparar soluciones de &cido
citrico 0,5 N y citrato sédico 0,5 N y mezclar hasta alcanzar el
valor de pH deseado. Este tampén puede utilizarse desde .un:valor de

pH de 3,5 hasta 6,2 unidades.,
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- Buffer PO HéNa/POaHNa 0,2 M.- Preparar soluciones de PO, H_Na

4 2 42
0,2 My PO HNa_ 0,2 M mezclando ambas hasta el pH de medida. La zona

4
tampdn esté siiuada entre valores de pH de 5,7 y 8,0 unidades.
Solucién de pectina al 2%,.,- Poner en un vaso de precipitado una
cantidad de la solucién tampén que sea aproximadamente la mitad del
volumen final deseado, afiadiendo poco a poco, con agitacién magnéti-
ca, la cantidad de pectina exactamente pesada. Completar hasta el vo-
lumen final y dejar en agitacién hasta asegurarse de la uniformidad
de la solucidén, comprobanda antes de utilizar ésta que no occluye bur-
bujas de aife. Para la conservacién de la solucién, inhibir el desa-

rrollo microbiano con unas gotas de tolueno.

- Medida de la viscosidad,

Para su medida se utiliza un viscosimetro capilar, de vidrio,
de los denominados de Ostwald, introducido en un bafio termostético
de dimensiones adecuadas Yy paredes transparentes: para su observacién.
- E1 liquide problema, contenido en el viscosimetro; no debe situarse:
durante todo el curso de la operacién a una distancia inferior a 2 cm
-del nivel superior del lfquido del termostato o del fondo del bafio.

El crondmetro utilizado estd graduado en divisiones de 0,2 segundos.

Para el calibrado se ha utilizado una solucién de sacarosa al
60 %, determindndose el tiempo de flujo, en ninglin caso inferior a

200 segundos y calculéndose la constante por la férmula:

Viscosidad cinemética (cSt)
Constante = - : ,
Tiempo de flujo (seg.)



Para el ensayo de la actividad de la pbligalacturonasa, en
matraces erlenmeyer de 50 ml se mezclan con agitacién 5 ml del
extracto enzimdtico con 25 ml de la solucién de pectina al 2 %.

A continuacidén se afiaden unas gotas de tolueno para inhibir el
desarrollo microbiano, se cierran y se incuban a 302 G durante
72 horas. E1 blanco se prepara adicionando a 25 ml de la solucién
de pectina 5 ml del extracto previamente calentado a 802 C' duran-

te 10 minutos para inactivar la enzima,

La actividad se expresa como descenso relativo de la visco-
sidad del extracto activo (A) respecto al blanco (B), con lo cual
el error debido a la hidrdlisis queda compensado:

Viscosidad B’ - Viscosidad A
% Descenso en viscosidad = x 100

) ‘ ‘ - Viscosidadi B"

-Para la puesta a punto del mé&todo se ha realizado una curva
patrdn con una poligalacturonasa comercial. Los valores medios se
recogen en la Tabla VI, representéndose en el Gréfico 3 la activi-

dad frente a concentracidn de poligalacturonasa.

Puede observarse que la relacidn entre la concentracién de
enzima y el descenso en viscosidad no es lineal. La sensibilidad

del método es mayor aproximadamente hasta erg/ml de la enzima,

Para comprobar el efecto del cloruro sédico se ha ensayado la
actividad enzimédtica de una solucién que contiene 2/Lg/m1 de poli-
galacturonasa con distintas concentraciones de la sal y los resul-:

tados obtenidos se recopilan en la Tabla VII.

El cloruro sédico que incrementa la viscosidad de la solucidén

de pectina, inhibe la accién de la poligalacturonasa patrén emplea-



TABLA VI

Variacifn de la actividad de PG en funcién de la concentrae
cibén de la enzima,

Concentracibn de Viscosidad Viscosidad Descenso
poligalacturonasa muestra (cSt) blanco (cSt) :
(ug/ml) .
2 14,82 19,71 24,83
6 10,76 20,36 47,14

10 9,47 20,59 54,01



descenso viscosidad

b

54,01

47,14

24,83

GRAFICO 3.-Variacion de la actividad de PG.en

funcion de la concentracidn de la enzima.
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TABLA VII

Influencia del cloruro sfdico sobre la actividad de PG

Concentracibn Viscosidad Viscosidad Descenso
clorur; s6dico muestra (cSt) blanco (cSt)
0 14,82 19,71 24,83
6 30,92 | 33,60 7,98
8 ' 35,79 36,71 2,51
10 36, 60 e 1,34

12 39,42 39,46 0,09
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da. Estos resultados se representan en el Gréfico 4.

También el pH tiene una importante influencia tanto en la vis-
cosidad de la solucién de pectina como en la actividad de la poli-
galacturonasa empleada, descendiendo ambas con el incremento del
valor de pH desde 3,5 a 6,0 unidades, como puede comprobarse en la

Tabla VIII y Gréfico 5.

De estos ensayos se deduce la gran importancia de mantener
unas condiciones exactamente reproducible. - en cuanto se refiere
a concentracién de cloruro sédico y valores de pH que afectan tan-
to a la viscosidad de la solucién de pectina como a la actividad

de la enzima,

Una importante interferencia del método, en algunos estudios,
estriba en la presencia en los extractos de poligalacturonasa, de
pectinesterasa que, al actuar sobre la pectina desesterificéndola,
tiene una accién gelificante. Bell y éol. (56) utilizan para elimi-
nar esta accidn una incubacién previa del extracto enzimético a 402 C
durante un periodo de tiempo de 24 a 48 horas. Sin embargo, se ha
comprobado que este procedimiento s6lo es vAlido cuando la actividad
de pectinesterasa es moderada pero no cuando la concentracién de es-

ta: enzima en el extracto es muy elevada.

Por las razones que anteceden, en la fase de alta actividad: de
pectinesterasa el estudio se ha limitado al intefvalo de pH inferior
a 6,0 unidades, lejos del dptimo de esta enzima, realizéndose la ca-
racterizacién del valor de pH éptimo de la enzima poligalacturonasa
en aguella fase del proceso de maduracién del fruto en gue la pre-~

sencia de pectinesterasa es minima.



GRAFICO 4.~Efecto del cloruro sodico sobre la actividad de PG.
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TABLA VIII

Efecto del valor de pH sobre la actividad de PG.

pH Viscosidad Viscosidad Descenso
muestra (cSt) blanco {(cSt) %

3,50 11,39 22,29 48,90

4,50 13,86 21,90 36,70

6,0 13,39 15,89 15,72



viscosidad

% descenso

GRAFICO 5.-Efecto del valor de pH sobre la actividad de RG.
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4,3.2.3.~ Deteccién de pectinesterasa y poligalacfuronasa pro-

ducidas por levaduras por formacién de geles de pectato célcico.

Para estudiar la posible produccién de enzimas pectinoliticas
por levaduras, se ha utilizado un medio de cultivo semeg jante al des-
crito por Bell y Etchells para su uso en la deteccidn de pectineste-
rasa y poligalacturonasa producidas por dichos microorganismos: pre-
sentes en la fermentacién de pepinillos (88), el cual se prepara

con la siguiente composicidn:

Pectina de alta esterificacitn..evesces. 0,50 %
PEDLONA. ¢ ssevseensresonnssnnssonninennee 0,50 %
Cloruro S60iCOssesesrecsesnsnnssnscssces D,SO %
Extracto de levadur@eecessesscscsasssess 0,25 %

Glucoéal.I."...l."l..’..."...l....... 0’20%

Este medio se ajusta con 4cido tartérico a dos valores de pH
diferentes, de 3,5 y 5,0 Qnidades, respectivamente; se distribuye
en tubos de ensayo de 25 x 200 mm, conteniendo cada uno de ellos
40 ml y se esteriliza a media atmdsfera durante 15 minutos, condi-
ciones en las que el efecto del calor sobre la pectina presente en
el medic de cultivo es minimo, segln los autores citados. Posterior-
mente se inoculan, una vez frios, con las especies de levaduras: que
se estudian, desarrolladas en agar-infusién de levadura-glucosa du-

rante ocho dias,

Transcurridos treinta dfas desde la inoculécién se toman apro-
ximadamente cinco mililitros del medio y se afiaden unas gotas de so-
lucién concentrada de cloruro célcico. En caso de resultar el ensayo
positivo para pectinesterssa, la desesterificacién consiguiente de la

pectina hace que, se forme un gel consistente de pectatd cédlcico.
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Cuando no hay formacidn de gel despuds de adicionado el clo-
ruro célcico, la adicién de unas gotas de solucién de hidréxido
s6dico cataliza la saponificacién de la pectina y provoca la inme-
diata aparicién de gel. Si esto no ocurre, los microorganismos:
inoculados son productores de poligalacturonasa, que actua durante
la incubacién degradando las cadenas pécticas, y en consecuencia no

se forma el gel de pectato tras la adicién del hidrdxido sédico.

4,3.2.4,~ Medida de poligalacturcnasa producida por bacterias

mediante formacién de halo en geles pécticos.

Para detectar la produccién de poligalacturonasa por bacterias
presentes en la aceituna se ha adaptado el método seguido po Nagel
y Vaughn (126) para la caracterizacién de la enzima producida por

Bacillus*polymyxa: k

Medio basal para el desarrollo de bacterias. Se prepara de la

forma siguiente:

KH2P04.IOl‘l'..l.l....‘.... 0’10%

M980407Hé0.-...l.'¢0-...'-. 0'05 %
Cacl .2H D...'..'.l‘l.....l 0'01%

2°“"o ;_
(NHa)2HPD D--.....-a;oill.' U’m %

a
Extracto de levadurd....... 0,25 %
Como fuente de carbono se afiade pectina al 3 % que, segin los
autores antes mencionados, es mis eficaz como inductor en la sinte-~

sis de poligalacturonasa que los &cidos péctico y anhidrohurénico.

Para la preparacién del medio, se disuelven en un vaso de pre-
cipitado todas las sales en la mitad del volumen final de agua des-

tilada, afiadiendo a continuacién poco a poco con agitacién magnéti-
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ca la pectina hasta que la homogeneizacién sea completa. Posterior-
mente, se ajusta con hidréxido sédico concentrado a un valor de.pH
de 7,0 unidades, se lleva al volumen deseado, se distribuye en bo-
tes, se inoculan éstos con un 1 % (v/v) de cultivo en crecimiento

activo y se incuban a 30?2 durante 15 dias.

- Medida de actividad de poligalacturonasa.

Con el caldo metabSlico obtenido tras este periodo de incuba-
cidén, y una vez separadas las células por centrifugacidn en Frio;
se realiza el ensayo de formacién de halo en un medio s6lido de la

siguiente composicidén:

ACLdD PECEICO seveoeovesnnanss 1 %
. Agar 1avato eeeeceveessocccses 1 %
CaL‘.l2 cesssscsnsscansesssesess 0,001 M
BlicinNa secesesvecvccssessesss 0,100 M
Para su preparacién, se disuelven el cloruro célcico y la gli-
cina en un volumen aproximadamente igual a la mitad del final y se
adiciona el &cido péctipo con agitacién; se ajusta la solucidn con

NaOH 1 N a un valor de pH de 9,0 unidades, se afiade el agar y final-

mente se lleva a volumen con esgua destilada.

El medio asi preparado se esteriliza en corrients de vapor du-
rante diez minutos, se deja enfriar en bafio marfa hasta 602 C aproxi-
madamente, y se distribuye en placas Petri (unos 15 ml en cada una)
dajéﬁdolo solidificar. A continuacidn, se mantienen las placas a
temperétura ambiente durante un minimo de 2 -« 3 horas para asegurar-

se de que el medio adquiere la consistencia adecuada.



- §3

Con la ayuda de un taladratapones se realiza en cada placa una
oquedad, de unos 10 - 12 mm de di&metro, colocando en la misma 0,5
ml del caldo metabdlico, obtenido por centrifugacién del cultivo, e

incubando en estufa a 302 C durante 12 -~ 15 horas.

Posteriormente, se cubre la superficie’de las'placas con. 4ci~
do clorhidrico 5 N, retiréndolo al cabo de unos minutos. La apari-
cién de un halo alrededor de la oquedad indica la presencia de po-
ligalacturonasa, pudiendo servir el did&metro de dicho halo como me-

dida semicuantitativa de su actividad,



5,~ RESULTADOS.
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5,1.- Composicién péctica.

En un estudio preliminar se ha investigado el contenido en pec-
tinas totales del pimiento y la aceituna hojiblanca madura por los
métodos anteriormente descritos del carbazol y valoracién. En la
Tabla IX se incluyen las valores medios obtenidos para el pimiento
crudo, pelado y elaborado por fermentacién y para la aceituna hoji-
blanca madura, antes y después de su preparacién como aceituna ne-
gra al natural en salmuera. Los resultados muestran el porcentaje
de residuo seco obtenido y el de pectinas, expresado como &cido anhi-

drourénico, tanto en dicho residuc como en el fruto utilizado,.

De su observacién puede deducirse que, si bien ambos procedi~-
mientos muestran en general una buena concbrdancia teniendo en cuen=-
ta la variabilidad en la composicién de productos naturales, existe
la tendencia a obtener valores mds altos por el método de carbazol,

cuyas causas han sido previamente analizadas en el apartado 4.3.1.5.

Por estas razones, en sucesivas campafas se presentan los re-
sultados obtenidos por el método de valoracién que, por otra parte,
presenta la ventaja de una mé&s completa informacién sobre la compo-

sicién de las pectinas presentes esn el fruto.
5. 1 s 1’."‘ PiMiBntDS.

Establecido inicialmente el contenido en pectinas se ha conti-
nuado durante dos campafias las investigaciones dirigidas a profundi-
zar en la composicién péctica y las variaciones que dicha composicidn
experimenta durante el proceso de pelado, fermentacién y conservacién,
en lo que respecta a contenido en &cido anhidrourdénico, grado de es-

terificacidén y porcentaje de acetilos.



JABLA IX

‘Porcentajes de residuc seco obtenido y % de pectinas (como &cido anhidrourénico) en dicho re-

siduo y en los frutos.

L

% &cido anhidrourénico

Producto utilizado % residuo seco Residuo seco Producto
Valoracién . Carbazel Valoracién Carbazol
Pimiento crudo, pulpa 1,15 : 27,17 30,71 0,31 0,35
" " piel 1,46 24,40 22,13 g,36 0,32
" " total 2,61 25,62 25,91 0,67 0,67
Pimiento peladoc 1,36 29,39 31,54 0,40 0,43
Pimiento elaborado 1,82 24,62 30,35 0,45 0,55
Aceituna madura, pulpa 1,72 8,08 13,45 0,14 0,23
4 " piel . 2,13 7,59 10,30 0,16 0,22
o . total .3,85 7,81 11,7 0,30 0,45

Aceituna elaborada ; 5,50 o 8,55 11,41 0,47 g,63
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A continuacién se dan los valores correspondientes a los ané-
lisis de pectinas obtenidos en los pimientos antes y después del
pelado, realizéndose esta Gltima operacién bien por tratamiento al-
calino con solucidn de hidréxido sédico (Tabla X), bien mediante

el método tradicional en horno rotatorio a fuego directo (Tabla XI).

A pesar de que las operaciones de pslado se realizaron en tres
fechas sucesivas en cada camparia, para asi poder tener datos de fru-
to fresco en distintos estados de madurez, la textura (9) oscil§ en-
tre limites muy pequefios en la primera de ellas (Tabla X) para po-
der hacer una gradacién y correlacionarla con el contenido en écidb
anhidrourﬁnico. No obstante, en la siguiente campafia (Tabla XI) en
que los frutos presentan un rahgo algo superior en textura puede
observarsé una correspondencia entre el gradual decrecimiento de és-~
ta, y los descensos que presentan los porcentajes tanto de écido

a@nhidrourédnico referido al producto, como de residuo seco.

El grado de esterificacién se mantiene, en general, précticamente
‘del mismo orden, inclusc después de haber sufrido el pimiento el pro-
ceso de pelado, y el porcentaje de acetilos, para la materia prima

tiende a disminuir con la pérdida de textura.

~ Los frutos pelados se colocan en los fermentadores de laborato-
rio (12 en total para cada campafia) y se elaboran como ha sido des-
crito en el apértado 4,1.1. Una vez fermentados dichos frutos y des-
pués de ocho meses de conservacién, se realiza un anflisis de pec-
tinas cuyos valores medios, unidos a los valores obtenidos previa-
mente para el pimiento crudo y pelado, se dan en la Tabla XII. En
ella se observa que los porcentajes de &cido anhidrourdnico, refe-

ridos a residuo seco, al ser todos ellos comparables entre si, pus-



TABLA X.

Contenido y composicién‘p§ctica de pimientos. Fruto fresco y pelado con &lcali. Campafia 1973-74

% Acido anhidroorénico

Textura % grupos carboxilos %-acetilos
Muestra (Kg/100g) residuo seco Residuo seco Producto esterificados (en residuo seco)
Pulpa 1 335,8 0,97 20,37 0,195 60,80 1,78
Pulpa 2 333,2 0,56 21,52 g, 110 67,65 1,62
Pulpa 3 339,8 - 0,80 : 18,86 0,115 50,23 1,62
Piel 1 - 1,37 14,54 0,195 62,82 1,36
Piel 2 - 1,18 14,64 0,175 62,00 1,12
Piel 3 - 1,08 19,23 0,210 66,00 1,23
Pelado 1  184,7 1,25 18,93 0,235 63,94 1,80
Pelado 2 169,9 0,81 11,17 0,090.* 72,47 1,61
Pelado 3 204,0 1,00 18,18 0,185 : 55,50 1,92

% E1 bajo contenido en &cido anhidrourénico de esta muestra se debe a un excesivo tratamiento
alcalino durante el pelada. ’



TABLA XI

Contenido y composicién péctica de pimientos. Fruto fresco y pelado a fuego directo. Campafia

_ % Acido anhidrourénico %
Textura 4 grupos carboxilos % acetilos
Muestra (Kg/100g) residuo seco Residuo seco Producto esterificados (en residuo seco)
Pulpa 1 370,4 1,02 : 25,12 0,256 68,98 1,86
Pulpa 2 - - 339,8 0,95 24,29 : - 0,231 73,15 1,74
Pulpa 3 285,0 0,79 26,65 0,211 68,38 1,69
Piel 1 - 1,32 15,17 6,200 69,70 1,08
Piel 2 ‘ - g,98 14,37 0,141 74,87 1,14
Piel 3 - 0,89 19,13 0,170 ' 70,60 - 1,08
Pelado 1 149,0 ‘ 1,55 24,50 0,380 60,62 1,92
Pelado 2 155,0 ' 1,27 19,68 0,250 74,41 1,56

Pelado 3 154,0 1,25 24,36 0,310 68,14 1,74



TABLA XI1I

Contenido y composicién péctica de pimientos. Valores medios para los frutos en

las tres fases de elaboracifn.

4 Acido anhidrourénico %
: Textura % , grupos carboxilos % acetilos
Muestra (Kg/100g) residuo seco Residuo seco Producto esterificados (en residuo seco)
Campaffa 1973 - 74
Crudo 336,26 0,78 20,25 0,153 59,56 1,67
Pelado 186,19 1,02 16,09 0,170 63,97 1,77
Fermentado 151,62 1,37 17,41 0,230 47,60 1,43
Campafia 1974 -~ 75
Crudo 332,00 0,92 25,35 0,232 70,17 1,76
Palado 152,00 1,35 22,84 0,310 67,72 1,74
69,11 1,60

Fermentado 136,00 1,51 21,97 . 0,335



den correlacionarse perfectamente con la pérdida de textura que su-
fre el fruto durante el proceso de elaboraciﬁgaggggCotra parte, el
grado de esterificacidn sigue la misma bauta observada anteriormen-

te, y el contenido de acetilos disminuye en el fruto elaborada.

Los aumentos que se observan en el porcentaje de &cido anhidro-
urénico en el.Fruto; durante el proceso de‘pelado y fermsntaciﬁn;
-pueden explicarse conéiderando que durante estas etapas se produce
una gran alteracidn de los tejidos vegetalas gue ocasiaona una consi-
derable pérdida de agua y materiales solubles en ella, con el con-
siguiente aumento de la concentracién de material péctico respecto
al existente en el frutorfresco, al referirnos a un peso de muestra
fijo, lo cual queda reflejado en el incremento qﬁe experimenta en

dichas fadses el porcentaje de ré@siduo seco obtenido.

-0Otra posible causa ae dicho incremente puede radicar eﬁ la vis-
cosidad decreciente de las muestras correspondientes a las tres fa-
ses de la elaboracifn consideradas: fruto fresco, pelado y fermenta-
do. Este factor diFicdlta, en grado decreciente de importancia, una
completa recuperacién del producto en las sucesivas operaciones de

filtrado.

Para corregir el efecto de estos factores sobre el aumento en
el contenido de écido anhidrourénico en elVfruto, se ha tomado como
constante el porcentaje medio de residuo seco, con lo cual dicho con-
tenido varia de forma paralela al referids a residuo seco, tal cqmuk
puede verse en la Tabla XIII, donde se incluyen laos valores‘medins

corregidos correspondientes a las dos campafias.
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 TABLA XIII

Contenido en &cido anhidrourénico de pimientos. Valores medios

corregidos para los frutos en las tres fases de la elaboracibn.

% Acido anhidrourénico

Muestra Textura (Kg/100g) Regiduo seco Producto

Campaffa 1973 - T4
Crudo ’ 336,26 20,25 0,237

Pelado 186,19 16,09 0,188

Elaborado 151,62 17,41 0,204

Campafia 1974 - 75

Crudo 332,00 25,35 0,297
Pelado 152,00 22,84 0,267
Elaborado 136,00 21,97 0,257
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Cuando durantd la elaboracién y consefvacidn el control se
descuida, y como consecuencia la textura se deteriora, se produ-
cen transformaciones tanto en la composicién como en el conteni-
do total de pectinas por procesos fisico~quimicos o por la accidn
pectinolitica de microorganismos, como los mohos, presentes por
contaminacidn accidental. Esto se confirma por los datos de com—
posicidén que se presentan en la Tabla XIV para Frutos elaborados
en distintos astados de conservacién, en la cual se pone de mani-
fiesto la tendencia gue muestran todos los parémetros estudiados
a disminuir con el gradual ablandamiento del fruto, observéndose
que el contenido en &cido anhidruurénic;, tanto en residuo seco co-
mo en el fruto fresco varia paralelamente con la textura que mues-
tran, si bien en éste Gltimo la pérdida de material pécticﬁ esté
parcialmente enmascarada por el gran incremento en porcentaje de
res;duo seco debido a las causas antes mencionadas. Los valores ob-
tenidos, una vez corregidos estos incrementos, se incluyen en 1§

. Tabla XV.

Como consecuencia de todo lo expuesto, parecé ser que la pul-
pa del pimiento, en cuanto a su campdéicién pécéica se refiere, no
sufre una gran alteracién durante el proceso de pelado y mantiene
précticamente a lo largo de la fermentacidn y conservacidn poste-
rior el contenido inicial de dichos componentes, siempre que el
proceso de elaboracién haya sido debidamente controlado en todas

[

sus fases.

~ S5in embargo, si bien el proceso de pelado no altera considera-
blemente el porcentaja de écido anhldrourénico, se aprecia un li-

gero descenso suficiente como para pensar que la sstructura pécti-~

¥



TABLA XIV

Contenido y composicibn péctica de pimientos en distintos estados de conservacién.

Textura
Muestra  (Kg/100g)
Duros 151,40
Blandos 128,70
Duros 149,00
Blandos 73,684

% Acido anhidrourénico %
% | grupos carboxilos % acetilos
residuo seco Residuo seco Producto esterificados (en residuo seco)

Campafia 1973 - T4

1,87 16,54 0,31 88,90 1,85

2,00 14,84 0,30 83,70 1,68
Campafia 1974 « 75

1,55 22,34 0,35 57,95 1,86

3,25 9,53 0,30 39,81 1,50



TABLA XV

Valores corregidos del contenido en &cido anhidrourbnico de

pimientos en distinto estado de conservacibn,

% Acido anhidtourﬁnico

Muestra Textura (Kg/100g) Residuo seco Producto

Campafia 1973 - 74

Duros 151,40 16,54 0,194
Blandos 128,70 14,84 0,174

Campafia 1974 - 75

Duros , 149,00 22,34 0,261
Blandos 73,84 9,53 0,112



ca sufre procesos de despolimerizacién y pérte del contenido ini-
cial de protopectina pasa a pectina soluble, Este descenso no es,
" desde luego, comparable con el que presenta la textura, que deberé
8star afectada, légicamente, por otros factores, tales como la pér-

dida de turgencia celular.

La mayor o menor degradacién que su%ran las cadenas pécticas
estard en funcién con la forma de realizar el tratgmiento de pela-
do y por consiguiente, si éste se verifica en las condiciones ade-~
- cuadas y sélo afecta al fruto superficialmente, él pimiento alcan-
zard la flexibilidad suficiente manteniendo la textura adecuada pa-

ra su conservacidn.

kUnicamente, cuando el proceso de conservacién no es el adecua-
do y la despolimerizacién, con el con;iguiente aumento de pegtina
soluble, es considerable, el fruto, ademds de tener una sensible
pérdida de textura sufre un acusado descenso en el contenido en
&cido anhidrourdnico, porcentaje de esterificacién y porcentaje de

acetilos.
5.1.2.~ Aceitunas,

El estudio de composi¢idn péctica en la aceituna se realiza en
frutos de la variedad Hojiblanca, correspondientes a dos campafias
sucesivas, y recolectados dentro del intervalo normal para su elabg-
racién como aceitunas negras al natural en salmuera, si bien debe

indicarse que su estado de madurez era algo excesivo.

Los resultados obtenidos (Tabla XVI) muestran que el contenido |
en écido anhidrourdénico, es an&logo para ambas campanas, referido

tanto a residuo seco como a frutoc fresco, siendo siempre el porcen-



TABLA XVI

Contenido y composicifn pécticé‘de aceitunas negras maduras de la variedad Hojiblanca. Fruto fresco.

% &cido anhidrourénico

- % grupos carboxilos % acetilos
Muestra % residuc seco Residuo seco Producto esterificados (en residuo seco)
Campafia 1974 |
Pulpa 1. 2,25 7,94 0,18 22,00 2,37
Pisl 1 1,75 71,30 0,13 49,60 1,42
Pulps 2 2,00 6,64 0,13 0,00 2,97
Piel 2 2,50 5,74 0,14 _ 48,20 1,72
‘ Media de la campafa
Pulpa 2,12 | 7,29 0,15 11,00 2,67
Piel 2,12 6,52 0,13 48,90 1,57
| Campafia 1975
Pulpa 1 2,32 7,16 0,17 15,06 2,54
Piel 1 1,03 5,24 0,05 50,00 2,13
Pulpa 2 1,86 8,33 0,16 20,10 2,49
Piel 2 1,14 6,33 0,07 . 51,10 1,86
| Media de la campafia |
Pulpa | 2,09 7,74 0,16 17,58 2,51

Piel . 1,08 ; 5,76 0,06 50,55 1,99
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taje superior en la pulpa que en la piel, hecho igualmente obser-
vado en el porcentaje de acetilos. Por el contrario, son las pec-
tinas de la piel las que presentan un grado de esterificacién no-

tablemente m&s elevado.

Para seguir la evolucién del contenido y composicién de los
materiales pééticos_durénte la maduracién de los frutos, en la se-
gunda de lasicampaﬁas consideradas se realizan dicﬁos andlisis pa=-
ra aceitunas de la misma variedad, recogidas del érbql en distin-

' tos estados de madurez. Los resultados se dan en la Tabla XVII.

En primer lugar puede observarse que, en todos los casos, el
contenido en &cido anhidrourdénico de la pulpa sigue slendo superior
al de la piel y que dicho contenido, referido a fruto fresco, de-

crece a medida ﬁue avanza el estado de madurez del fruto.

Por otro lado, el grado de esterificacién, mayor en la piel
que en la pulpa; disminuye con la maduracién del fruto, llegando a
desaparecer dicha.esterificacidn en la aceituna excesivamente ma-
dura. Luh y colbs (127) encuentran un descenso semejante en.acei—
tunas de la variedad Savillana..El contenido en acetilos, superior

en la pulpa;’parece que tiende a aumentar algo en el fruto maduro,.

En la misma Tabla XVII se incluyen los datos correspondientes
al producto elaborado como aceituna negra al natural en salmuera
partiendo de los frutos correspondientes al estado de maduracidn

B8, andlisis efectuado a los cinco meses de conservacién.

Se observa un incremento en el porcentaje de residuo seca,
andlogo al encontrado para los pimientos, y'cuya causa fué expli-

cada al referirnos a dicho producto. Esto hace que aparentemente



‘TABLA XVII1

Contenido y composicién péctica de aceitunas de la variedad Hojiblanca en distintos estados de ma-
durez., Campaffa 1975.

% Scido anhidrourénico :
Estado de _ - % grupos carboxilos % acetilos
Muestra madurecién % residuo seco Residuo sece Producte esterificados (en residuo sect

Fruto fresco

Pulpa 1 2,35 9,57 0,23 12,47 2,19
Piel 1 1,01 8,48 0,09 45,39 1,35
Pulpa 2 B 1,59 12,13 0,19 ‘ 19,82 | ' 2,26
Piel 2 | | 1,20 9,34 . o,11 41,09 1,61
Pulpa 3 c | 2,08 8,92 ' 0,18 0,00 2,21
Piel 3 | 1,02 5,70 0,06 0,00 , 1,92
Fruto elaborado a los 5 meses de conservacién ¥ |
Pulpa ' 2,54 8,40 0,21 0,00 2,46
Piel 0,66 4,75 0,03 0,00 2,32

A,= Frutos en el envero.

Be~ Frutos madures.

Co~ Frutos excesivamente maduros

% Como materia prima se emplearon frutes correspondientes al estado de maduracién B.
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el contenido en &cido anhidrourdnico referido al producto sea al-

go superior al inicial (pasa de 0,19 % a 0,21 %).

Sin embargo, dicho contenido, referido a residuc seco, sufre
un gran descenso respecto al valor inicial, tanto en la pulpa (de
12,13 % a 8,40 %) como en la piel (de 9,34 % a 4,75 %). Realizadas
las oportunas correcciones, considerando invariable el porcentéje
de residuoc seco, como en el caso del pimiento, ésta pérdida del
material péctico se refleja igualmente\en los valareé delxconténi—
do en &cido anhidrourénico referidos a fruto fresco (desde 0,19 %
a 0,13 % en la pulpa, yvde 0,11 % a 0,06 % en la piel), lo qué se
relacipna,perfectamente coﬁ el hecho de que la textura de los fru-
toé‘elééofadOsveré“mUy‘deFiCiente por defectos atribuibles a ﬁna
mala conservacién, y‘que ratifica igualmenfé 1o oEservado en los
pimientos blandos., La estefificacién de ios grupos carboxilos de-

saparece por completo mientras que el porcentaje de acetilas pare-

ce experimentar un sensible aumento.

Finalmente, se sigue la evolucién de los componentes pécticos
en frutos maduros que, una vez recolectados, se cohserﬁan durante
un mes en dos trojes. A ellos pertenecen las muestras iniciales de
la segunda camparia represenfadas en la Tabla XVI. Los resultados
obtenidos, a los 12 y 28 dias de conservacidn, se dan en la Tabla

XVI1iI.

Puede obsérvarse aquf también que el porcentaje de residuo se-
co aumenta con el tiempo de conservacién, lo cual se explica por
el hecho de que la aceituna pierde una cierta cantidad des agua y
materiales solubles durante el atrojado. Por ello, el porcentajs
de Acido anhidrourdnico tiende igualmente a incrementarse en el

fruto fresco.



TABLA XVIII

Evolucién del contenido y composiciﬁn péctica de aceitunas negraa maduras de la varie-
dad Hojiblanca durante su conservacién en trojes. :

Tiempo ds

% Scido anhidrourénico

atrojado % residuo % grupos carboxilos % acetilos
Muestra (dfas) seco Residuo seco Producto esterificados - (residuo seco)
Pulpa 11 0 2,32 7,16 0,17 15,06 2,76
Piel 1-1 1,03 5,24 0,05 50,00 2,88
Pulpa 1-3 28 3,58 8,71 0,31 0,00 3,93
Piel 1-3 1,50 4,44 0,07 0,00 4,20
Pulpa 2-1 0 1,86 8,33 0,16 20,10 2,43
Pulpa 2-2 12 2,16 7,60 0,16 0,00 2,70
Piel 2-2 1,19 3,47 0,04 0,00 2,37
Pulpa 2-3 28 2,75 8,47 0,23 0,00 3,30
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;,El grado de esterificacién llega a hacerse cero dentro de
los doce primeros dias de conservacién, periodo en el que desapa-
rece también la actividad de pectinesterasa detectada en el frﬁ-
to como se estudiard posteriormente. E1 porcentaje de acetilos,

par ellcontrario, aumenta con el tiempo de atrojado.

5.2.~ Actividad de pectinesterasa.

La preparacién de las soluciones enziméticas y las determina-
clones de actividad se han llevado a cabo por la técnica desbrita

anteriormente en los apartados 4.2.2 y 4.3.2.1 respectivahente.

Para la puesta a punto del método, se realiza un estudio de
la presencia de pectinesterasa en tomate y limén (Tabla XIX) con-

front4ndose los resultados con los obtenidos por otros autores
(7) (a3).

Los valores encontrados en el tomate son del mismo orden que
los dados por dichos investigadores (43), asf como el pH éptimo ‘
de 7,6 unidades. Como ya se ha inﬁicado, paré valorés de pH supe-
riores a éste, la saponificacién esponténea de la pectina, cata-
lizada por los 4lcalis, ihterfieré las medidas de actividad hacien-

do imposible su estudio en esta zona.

En el 1limén los resultados no son comparables a los encontra-
dos por Rouse y Atkins (7) ya gque estos autores realizan las deter—
minaciones en concentrados citricos comerciales ﬁientras que en el
presente trabajo_dighas determinaciones se Han llevado a cabo en
extfactos obtenidos al tratar con cloruro sédico al 10 % la pulpa

exenta de zumo,



TABLA XIX

Medidas de actividad de pectinesterasa en limén y tomats

Lim6n ' ‘Tomate
_pH (u. PE) ml (u. PE) g (ue PE) ml (u. PE) ¢
7,60 2,10 4,20 31,30 62,60
6,60 0,91 1,82 25,40 50,60
5,60 | 0,62 1,24 - 17,80 | 35,60
4,60 - - 13,35 26,70

(u. PE) ml = unidades de pectinesterasa por ml de extracto

(u. PE) g = unidades de pectinesterasa por g de pulpa



El estudioc de la actividad de pectinesterasa se ha realizado
tanto en pimientos como en aceitunas. En el primer caso, el inter-
valo de madurez elegido ha sido Gnicamente el que corresponde a
la recoleccidén de dicho fruto para su uso en el relleno. Por el
confrario, las aceitunas han sido estudiadas durante un periodo
de tiempo mas amplio, correspondiente a muy distintos estados de

madurez,
5.2,1.,- Pimientos.

Se analizaron extractos corfespondientas a catorce muestras
de fruto fresco en distinto grado de desarrollo de color. Como pue-
de observarse en las Tablas XX y XXI la actividad de pectinestera-
sa tiene muy poca importancia cuantitativa, a pesar de lo cual pue-
de apreciarse que en sl fruto verde-rojizo los valores de dicha ac-
tividad son superiores a los encontrados para el que denominamos
rojo, pimiento que presenta un estado de textura y color éptimo pa-
ra la elaboracién de aceitunas rellenas y en el que pré&cticamente
no se ddtecta presencia de pectinesterasa. En las cuatro muestras
analizadas de pimiento sobremadurc se observé una ligera tendencia
& incrementarse los valores de actividad de pectinesterasa. Sin
embargo, su significacién carece de importancia, teniendo en cuen-
- ta que en dichas muestras, que hubieron de selsccionarse, no pre-
cisamente al azar, entre las diferentes partidas que llegaban a la
fébrica, el deterioro producido por la excesiva madurez va frecuen-—
temente acompafiado por el desarrollo de abundante flora microbiana
que, probablemente, es la responsable de los pequefios incrementos

de actividad observados.

Puede, por tanto, considerarse que en todos los casos en que



TABLA XX

Medidas de actividad de pectinesterasa en extractos enzim8ticos procedentes de pimien-
tos en distintos estados de madurez.

ml NaOH 0,05 N consumidos

Muestra Estado de maduracién ' 1 2 x Blanco (ue. PE) m1 (u. PE) g
1 Verde-rojizo 0,155 0,155 0,155 0,080 0,25 0,50
2 " 0,220 0,190 0,205 0,100 0,35 0,70
3 " ‘ 0,210 0,200 0,205 0,080 0,42 0,84
4 " 0,140 0,500 0,145 0,110 0,12 0,24
5 " 0,250 0,250 0,250 0,090 0,53 1,06
6 " 0,170 0,180 0,175 0,100 0,25 0,50
7 " 0,150 0,155 0,152 0,085 0,22 0,44
8 Rojo 0,100 0,140 0,120 0,110 0,03 0,06
9 " 0,115 0,110 0,112 0,110 ; 0,01 0,02

10 " 6,095 0,100 0,097 0,090 0,02 0,04
11 Rojo sobremaduro 0,130 0,140 0,135 0,100 0,12 | 0,24
12 " g,160 0,170 0,165 0,100 0,22 0,44
13 " 0,160 0,145 0,152 0,125 0,09 - 0,18
14

" \ g,100 0,125 0,112 0,100 0,04 0,08



TABLA XXI

Valores medios de actividad de pectinesterasa en extractos enziméti-
€08 procedentes de pimientos en distintos estados de madurez.

. ml NaOH 0,05 N consumidos

+ Estado de maduracifn Valor medio Blanco (u. PE) ml1 (ue. PE) g
Verde-rojizo 0,184 0,092 0,31 0,62
Rojo 0,110 0,100 0,02 a,04

Rojo sobremaduro 0,141 0,106 0,12 0,24
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se detectd actividad de la enzima las muegtras fueron inaceptables
o de baja calidad para la industria del aderezo, bien por su color
deficiente, en el caso en que los pimientos estaban poco maduros,

bien por su baja textura, cuando el fruto se encontraba sobremadu-—

ro.

Una confirmacién de cuanto antecede se presenta en el hecho
de que todas las medidas de actividad realizadas en extractos de
pimientos pelados, obtenidos de aquellos frutos frescos clasifica-

dos como rojos, han dado siempre resultados negativos.
5,2,2.- Aceitunas.

Para investigar la presencia de pectingsterasa en la aceituna
se han elegido cuatro variedades diferentes: Gordal, Manzanilla,
Lechin y Hojiblanca., E1l estudio, realizado en distintos estados de
madurez (Tablas XXII a XXV), pone de manifiesto para las tres pri-
meras variedades, no sélo la escasa actividad de la enzima, sino
también las pequefas fluctuaciones que dicha.actividad sufre duran-
te el proceso completo de maduracién. Sin embargo, en la variedad
Ho jiblanca, cuando presenta un grado avanzado de desarrollo de co-
lor, esta actividad es sensiblemente superior,‘lo que se pone mas
claramente de manifiesto en la Tabla XXVI donde se comparan los va-

lores medios obtenidos.

Por esta razén, siendo ésta variedad una de las més emplea-
das parayla elaboracién de aceitunas negras al natural en salmuera,
se ha considerado de gran interés la realizacién de un estudio a
fondo sobre la presencia de pectinesterasa que puede Jjugar un im-

portante papel en relacién con los graves problemas de ablandamien-



TABLA XXII

Medidas de actividad de pectinesterasa en extractos enzim&ticos pro-
cedentes de aceitunas de la variedad Gordal en diferentes estados de
madurez.

ml NaOH 0,05 N consumidos

Estado de madurez Valor medio Bilanco (u. PE) ﬁl '(ﬁ; PE) g
Muy verds 0,150 0,150 0,00 0,00
» 0,175 0,170 0,02 0,04
Verde © 0,125 0,105 0,07 0,14
' . 0,155 0,135 0,07 0,14
" 0,075 0,060 0,05 0,10
" 0,195 0,170 0,08 0,16
Color cambiante 0,160 0,125 0,12 0,24
" | 0,120 | 0,100 0,07 0,14
Negra 0,170 0,130 0,13 0,26

" 0,200 0,180 0,07 0,14



y TABLA XXIII

Medidas de actividad de pectinesterasa en extractos enziméticos proce-
dentes de aceitunas de la variedad Manzanilla en diferentes estados de
madurez. '

ml NaOH 0,05 N consumidos S :
Estado de madurez Valor medio " Blanco (ue. PE) m1 (u. PE) g

* Verde 0,090 0,090 0,00 0,00
" 0,145 0,140 0,02 0,04

Color cambiante 0,170 0,155 0,05 0,10
" 0,230 0,225 0,02 0,04
Negra 0,160 0,150 0,03 | 0,06

" | 0,100 0,075 0,08 0,16

. 0,080 0,060 0,07 0,14



TABLA XXIV

Medidas de actividad de pectinesterasa en extractos enzimdticos proce-
dentes de aceitunas de la variedad Lechin en diferentes estados de ma-

durez.

Estado de madurez

ml NaOH 0,05 N consumidos

Valor medio

Verde

Color cambiante

0,100
0,095
0,110
0,105
0,120
0,105
0,110
0,125
0,105

0,110

Blanca (us PE) ml  (ue. PE) g
0,100 U;UD 0,00
0,090 0,02 0,04
0,095 0,05 0,10
0,100 0,02 0,04
0,095 0,08 0,16
0,090 0,05 0,10
0,100 0,03 0,06
0,100 0,08 0,16
0,095 0,03 0,06
0,05 0,10

0,095



TABLA XXV

Medidas de actividad de pectinesterasa en extractos enzim&ticos de acei-
tunas de la variedad Hojiblanca en diferentes estados de madurez.

wml NaOH 0,05 N consumidos

Estado de madurez Valor medio - Blanco  (u. PE) m1  (u. PE) ¢

Verde 0,105 0,100 0,02 0,04

. 0,100 0,100 0,00 0,00
Color cambiante 0,105 0,095 0,03 0,06
) " | 0,090 0,085 0,02 0,04
" ' 0,130 0,100 0,10 0,20

" 0,125 0,100 0,08 0,16

Negra 0,210 0,090 0,40 0,80

" 0,290 0,100 0,63 1,26

" - 0,170 0,095 0,25 0,50

" 0,310 0,090 0,73 1,46

" 0,470 0,100 1,23 2,46

" 0,430 0,090 1,13 2,26



TABLA XXVI1

Valores medios de actividad de pect;nesterasa en distintos estados
de madurez para las diferentes variedades estudiadas.

Actividad (u. PE) g

Estado de madurez Gordal Manzanilla  Lechin 'Hﬁjibiancasf;
Muy verde 0,02 0,00 0,00 0,00
Verde . 0,14 0,02 0,02 8,02
Color cambiante 0,19 0,07 0,09 0,12

Negra 0,20 0,12 0,11 1,46



to que tan directamente afectan a la indusfria del aderezo.

Varios son los factores cuya influencia se ha investigado en

relacién con la actividad de esta enzima:

- Estado de madurez del fruto

- Tiempo de extraccidn de la enzima
- Tiempo de almacenamiento del fruto
-~ Tiempo de conservacién en trojes
- Efecto de la diflisis

-~ Efecto del valor de pH

- Efecto del cloruro sddico.

Estado de madurez del fruto,-

Compéobadanla mayor actividad de pectinesterésa en la variedad
Hojiblanca, una vez desarrollado el color negro del fruto, se consi-
deré necesario conocer, con mayor detalle, lo que ocurre posterior-
mente, puesto que, en la préctlca industrial, la recolecc16n se pro-
longa, a veces, hasta alcanzar unos estados de madurez sumamente

avanzados.

En 1a»Tabla XXVII se presentan los valores encontrados para
la actividad de la enzima, partiendo de frutos, todos aellos sufi-

cientemente maduros pero recogidos en fechas sucesivas.

En ella puede observarse que en una primera etapa la actividad
de pectinesterasa se incrementa con la madurez alcanzéndose un méxi-
mo que coincide, aproximadamente,con el estado en que tanto la tex-
tura como el color del fruto son 6ptimosvpara la elaboracién como

aceituna negra al natural en salmuera.



TABLA XXVII

Evoluci6bn de la actividad de pectinesterasa en extractos enzim&ti-
cos procedentes de aceitunas maduras de la variedad Hojiblanca re-
colectadas en distintas fechas.,

ml NaOH 0,05 N consumidos

Fecha 1 2 x Blianco (u. PE) ml (u. PE) g

26 -1-75 0,270 0,295 0,282 0,095 0,62 1,24
0,325 0,300 0,312 0,090 0,74 1,48
0,325 0,300 0,312 0,090 0,74 1,48
3 -2-75 0,445 0,485 0,465 0,090 1,25 ° 2,50
0,535 0,505 0,520 0,090 1,43 2,86
0,420 0,410 0,415 0,110 1,02 2,04
20 -2 -75 0,200 0,280 0,240 0,100 0,47 0,94
| 0,265 0,300 0,282 0,115 0,56 1,12
0,260 0,220 0,240 0,100 0,47 0,94
0,275 0,290 0,282 0,095 0,62 1,24

16 -3 -75 0,175 0,195 0,185 0,095 0,30 0,60

0,185 0,220 0,202 0,120 0,27 0,54



A partir de este estado, cuando la madurez del fruto progresa
y su textura disminuye, ia actividad de la enzima va decreciendo,
es minima en la Gltima muestra registrada en la tabla, correspon-
diente ya a una aceituna sobremadura, que presentaba una pulpa
excesivamente blanda, y llega a anularse totalmente en los des-

muestres realizados.posteriormente,

Tiempo de extraccién de la ehzima.-

Combrobada la alta actividad de pectinesterasa en la variedad
HoJjiblanca, en comparacién con las variedades Gordal, Manzanilla y
Lechin antes estudiadas, se ha investigado en ella la influencia
que,’sobre ios Valores de dicha actividad, tiene el tiempo de mace-
raci6n con la solucién de cloruro sédico al 10 % empleada para la

~extraccién de la enzima.

Para ello, diversas muestras de aceitunas, que presentan di-
ferentes texturas por corresponder a distintos estados de madurez,
se emplean para preparar los extractos, utilizando dos tiempos de

maceracién, de 4 y 24 horas,

Realizada la extraccién, los valores obtenidos en las medidas
de actividad se incluyen en la Tabla XXVIII en la cual las seis
primeras muestras corresponden a aceituna madura de buena textura,
mientras las otras seis pertenecenla frutos sobremaduros cuya pul-
pa se encontraba muy blanda. Los resultados pafecen indicar que
e;,tiempo éptimo para la operaciﬁn de extraccién varfa con el es-
tado” de madurez de los frutos como resultante de diversos Factores
entre los que pueden incluirse la facilidad de difusién de la en-

zima desde la pulpa hasta la solucién; que es mayor cuando aque-



TABLA XXVIII

Influencia del tiempo de extraccifén de la enzima sobre la actividad
de. pectinesterasa. '

Tiempo de wl NaOH 0,05 N consumidos
Muestra extraccién

ne horas Valor medio Blanco (u. PE) m1 (u. PE)

4 ‘ 0,205 0,120 0,28 0,56

1 24 0,185 0,095 0,30 0,60

" 4 0,130 0,100 0,10 0,20

24 0,195 0,100 0,32 0,62

; 4 0,215 0,100 0,38 0,76

24 0,245 0,140 - 0,35 g, 70

. 4 0,345 0,125 0,73 1,46

24 0,375 0,115 0,87 1,74

. 4 0,280 0,140 0,47 0,94

24 0,420 0,100 1,07 2,14

] 4 | 0,175 0,100 0,25 0,50

24 0,240 0,100 - 0,47 0,94

, 4 0,390 0,110 0,95 1,90

24 0,240 0,110 0,45 0,90

. 4 0,430 0,085 1,15 2,30

24 0,280 0,090 0,65 1,30

. 4 0,200 0,100 0,33 0,66

24 0,160 0,150 0,03 0,06

10 4 0,270 0,115 0,52 1,04
24 8,230 0,145 0,28 0,56

1 4 0,235 0,100 0,45 0,90
24 0,180 0,100 0,27 0,54

12 4 0,255 0,100 0,52 1,02

24 0,235 0,110 0,42 0,84
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lla se encuentra reblandecida y la estructura original del tejido
esta muy alterada, y la inactivacién de la enzima cuando se pro-
longa excesivamente los tiempos de maceracién. Esto explica que
mientras en las muestras con buena textura, en las cuales la difu-
siénAes mé&s lenta, los valores de actividad obtenidos cuando la
maceracién se prolonga durante veinticuatro horas tienden a ser
superiores a los encontrados cuando la extraccién es més corta,

en las aceitunas sobremaduras el tiempo de cuatro horas parece su-
ficiente para la solubilizacidn de la pectinesterasa que es pro-

gresivamente inactivada al aumentar el tiempo de maceracién.

" Tiempo de almacenamiento del fruto.-

Teniendo en cuenta que no siempre‘se realiza la elabbraciﬁn
inmediatamente deépuéé’de:la”rBCQlébcién,.as'de sumo interés cono-
éer lo que ocurre con la actividad de la enzimavdurante el posible
almacenamiento del fruto, puesto que la cdmposicién del mismo, y
goncretamente el grado de esterificacién del material péctico en

6l presents, variard de acuerdo con la evolucién de la enzima.

Péra estudiar este punto, se ha investigéad dicha evolucién,
durante la conservacién en cémara a 12 -~ 152 C, para dos muestras
‘difefentes-de aceitunas. Los frutos de la primera, recolectados: di-
rectamente del arbol y sanos en una gran ma}oria, presentaban en ge~
neral buena textura, mientras que en la segunda muestra, procedente
de una fébrica, se observaba unsimpqrtante porcentaje de frutos su-

cios y una grén heterogeneidad en cuantg a su textura.

Este Gltimo defecto puede atribuirse tanto a loslgolpes durante
el transporte como al desarrollo de microorganismos, mohos principal-

mente, de actividad pectinolitica.
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Los resultados obtenidos (Tabla XXIX) muestran que, en los fru-
tos recolectados directamente del arbol, la actividad de pectineste-
rasa se incrementa durante una primera fase de la conservacién; para
ir descendiendo posteriormente de forma paulatina. Sin embargo, las
aceitunas tomadas de la fé&brica presentan una progresiva disminucidn
en la actividad enzimatica lo cual paréce indicar que la primera fa-
se de ascenso ha tenidp lugar durante el almacenamiento a temperatu-
ra ambiente, anterior a la toma de muestra. Vemos pbr tanto, que di-
cho almacenamiento es otro. factor dé gran importancia para la degra-

-dacidén de la cadena péctica.

Tiempo de conservacidn en trojes,.-

Como consecuencia de la evolucidn observada en la actividad! de
la enzima.durante el simple almacenamiento del fruto, antes de su
elaboracién por fermentacién, se considerd conveniente realizar ex-
periencias dirigidas a estudiar la influeﬁcia del tiempo de conser-
vacién en trojes por ei pépel que puede jugar en los procesos de
extraccién de aceite a los que se dedica parte de la produccién de
esta variedad y en los cuales muestra una gran tendencia a formar

pastas en las que el aceite se separa con gran dificultad.

En la Tabla XXX se incluyen los resultados obtenidos de cuya
observacisén puede concluirse gue la actividad de pectinesterasa
disminuye al incrementaerse el periodo de almacenamiénto en los tro-
Jes, hecho que concuerda con lo observado en el apartado anterior
en relacién con el almacenamiento en fébrica, y que, en este caso,
puede estar relacionado con la observacién de gque la prolongacidn
del almacenamiento en trojes facilita la extraccidn del aceite, ya
que al disminuir, e incluso llegar a anularse el contenido en éste-
res, como se demostrd en el apartado 5.1.2, se inestabilizan loé |

geles pécticos,



TABLA XXIX

 Evolucifn de la actividad de pectinesterasa durante el almacenamiento'del fruto

.

ml NeOH 0,05 N consumidos

Procedencia de Tiempo de
la muestra almacenamiento Valor medio
Dias
Arbol 0 0,31
7 0,42
8 0,67
10 0,40
15 0,33
20 0,26
F&brica 0 0,42
7 0,35
8 0,34
10 0,30
15 0,22
20 0,23

Blanco (ue PE) ml  (u. PE) g
0,10 0,70 1,40
0,10 1,07 2,14
0,12 1,83 3,66
0,10 1,00 2,00
0,10 0,77 1,54

0,15 0,37 0,74
0,11 1,02 2,04
0,10 0,82 1,64
0,12 0,73 1,46
0,10 0,65 1,30
0,10 0,40 0,80
0,10 0,43 0,86



' TABLA_ XXX

Evolucifn de la actividad de pectinesterasa con el tiempo’de conservacién en troje.

Muestra Tiempo de atrojado ml NaOH 0,05 N consumidos

ne (dias) Valor medio Blanco (u. PE) ml (u. PE) g
0 0,23 _ 0,10 - 0,43 0,86

1 10 0,17 0,11 0,17 0,34
20 0,09 ’ 0,08 0,03 0,06
0 0,23 0,13 0,35 0,70

2 10 0,13 0,11 0,07 0,14
20 _ 0,08 ' 0,08 0,00 c,00
0 | 0,21 0,12 0,30 0,60

3 10 ‘ 0,14 0,10 0,13 0,26

20 c,08 o,08 ' 0,00 0,00



Efecto de la didlisis.-

Para purificar la pectinesterasa se ha dializado el extracto
enzim&tico durante 72 horas en tubos de celofana semipermeable
frente a agua destilada, sustituyendo variaes veces a la fase acuo-
sa externa con nuevo volumen de agua destilada para asegurarse de
gue la concentracién final de las sales eé précticamente desprecia-

ble.

Puesto que la membrana es semipermeable la atraviesan libre-
mente las sales y solutos de bajo peso molecular mientras que las
proteinas son retenidas por el mayor tamafioc de su molécula. En au-
sencia de sales algunas de las proteinas presentes precipitan mien-

tras: que otras permanecen en la fraccién soluble.

Separadas ambas fracciones por centrifugacién las medidas de
actividad realizadas han puesto de manifiesto que la pectinestera-
sa obtenida de la aceituna no precipita y se mantiene por tanto en

el sobrenadante,

Efecto del valor de pHi-

Segun los estudios realizados por otros autores, comentados
anteriormente en la bibliografifa, la méxima actividad de pectines-
terasa, para diversos frutos como pepinillos, tomate, limén, etc.,

se encuentra a un valor de pH de alrededor de 7,5 unidades.

En nuestro caso, para investigar la variacién de la actividad
de dicha enzima, procedente de la aceituna negra madura, se reali-
za un estudio detallado dentro del intervalo de pH comprendido en=-

tre 4,5 y 7,5 unidades.



Por encima de este vaior, no se ha considerado de interés
efectuar determinaciones de actividad por aos razones fundamen-
tales. En primer lugar, en la industria gue elabora este tipo
comercial de aderezo de aceitunas negras no se alcanzan, durante
la fermentacién y conservacién, valores tan elevados de pH. Por
otro lado, la saponificacién de la ﬁectina. introducirfa un gran

error en las determinaciones., R

Los resultados obtenidos (Tabla XXXI), representados en el
Bréfico 6, mﬁestran ¢laramente -que la actividad de la enzima en
la aceituna negra madura crece paralelamente con ei valor de pH'
en toda la zona considerada, tendiendo a un méximb anfdlogo al en-—
contrado para otros frutos, a 7,5 unidades, y siendo muy reducida
en el intervalo considerado Fomo'el.més'idéﬁeo para la fermenta-

1

cién, entre 4,5 y 5,0vuhidades aproximadamente.

Efecto del cloruro sédico.-—

Teniendo en cuenta que, durante el proceso de fermentacidén de
la aceituna negra madura en salmuera, los dos factores de mayor
importancia son el valor de pH y la concentracién de clorurc sddi-

co, consideraremos ahora el efecto de éste Gltimo.

Para ello, a la solucién del sustrato, preparada con una con-
centracidn 0,2 N de dicha sal (1,16 %) tal como se ha descrito en
el apartado 4.3.2.1., se afiaden cantidades crecientesde cloruro sé-
dico, obteniéndose, al valor de pH de méxima actividad, 7,5 unida-
des, los resultados que se dan en la Tabla XXXII, cuycs valores me-

dios se representan en el Gré&fico 7.



TABLA XXXI

Influencia del valor de pH sobre la actividad de pectines=-
terasa en extractos enzimdticos de aceituna de la variedad
Hojiblanca.

Actividad (u. PE) ml

pH Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

4'50 0,06 0,20 0’06 -
5,50 0,10 0,72 0,48 0,60
6,50 0,23 0,87 0,95 1,23

7,50 0,63 1,23 1,12 1,43



GRAFICO 6-Influencia del valor de pH sobre la actividad

de pectinesterasa en extractos enzimaticos de aceituna de
la variedad Hojiblanca,
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TABLA XXXII

Efecto de la concentracifn de cloruro sb6dico sobre la
actividad de pectinesterasa en extractos enzimé&ticos
de aceitunas de la variedad Hojiblanca.

Actividad (u. PE) ml

CiNa (%) Muestra 1 Muestra 2 X
1,16 - 0,62 0,63 0,62
3,16 0,50 0,52 0,51

5,16 0,32 0,37 0,34

7,16 0,10 0,30 0,20



GRAFICO 7.-Efecto de la concentracion de cloruro sddico sobre

la actividad de pectinesterasa en extractos enzimaticos de acei-
tunas de la variedad Hojiblanca.
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De su observacién puede deducirse que el cloruro sédico pre-
senta un efecto inhibidor sﬁbre la actividad de pectinesterasa
procedente de aceitunas de la variedad Hojiblanca, moderado para
bajos niveles de la sal, y bastante m&s marcado cuando se adicio-
na él sustrato un 6 % de la misma, a diferencia de lo que ocurre
para las enzimas de otros frutos, sobre las cuales, como se expu-
so en el apartado 3.2.1, las sales ho tienen ningin efecto sobre
su actividad para valcreé de pH comprendidos entre 7,0 y 8,0 uni-

dades (54) (59) (71).

Considerando todo lo anteriormente expuesto, si el valor de
pH 6ptimo de la enzima es de 7,5 unidades, lejos del que se man-—
tiene en la fermentacién y conservacién de ios frutos, y ya que
la sal posee un efecto inhibidor de la actividad enzimédtica, ca-
bria pensar que, en estas condiciones la pectinesterasa es préc--
tiéamente inactiva. Sin embargo, es preciso resaltar que, hasta
establecerse el equilibrio jugo-salmuera, la enzima puede jugar
un importante papel, iniciando la degradacién de la cadena péc-
tica, y favoreciendo posiblemente la accién posterior de la poli=-
galacturonasa. En efecto, la intervencién dé la pectinesterasa se
pone de ﬁanifiesto en la desesterificacién ya mencicnada produci-

da en los materiales pécticos durante la fermentacién.
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5.,3.- Actividad de poligalacturonasa.

Entre las diferentes causas a las que se han atribuido las al-
teraciones producidas bor fendmenos de ablandamiento en los frutos
en estudio se encuentran la mala calidad de la materia prima, las:
deficiencias en el control de las condiciones de fermentacién y con-
servacién y la accidn de enzimas procedentes bien del fruto bien de

origen microbiana.

Ya se ha indicado la estrecha relacién que existe entre el con-
tenido y composicién de las sustancias pécticas de los frutoss y su
textura, por lo que cualguier proceso que altera estos materiales

tiene una importants repercusidn en el ablandamiento citado.

Por elleo, comprobado que el contenido en materiales pécticos,
expreéado ‘como &cido anhidrourénico, decrece con la pérdida de tex-
tura (apartado 5.1.),se ha considerado de gran interds iniciar el
estudio de la actividad de poligalacturonasa en estos procesos.

5.3.1,~ Pimientos,

Sé»eligen veinticuatro muestras diferentes de fruto fresco,
correspondientes al “ntervalo de madurez caracteristico del pimien-
to recolectado para su posterior empleo en el relleno de aceitunas,
y en cada una de ellas se investiga la actividad de poligalacturo-
nasa a un pH de 4,0 unidades, valor médio gue se presenta durante

la fermentacidn y conservacién de dicho Fruto;

Los resultados negativos obtenidos en todos los casos, Jjunto
con el hecho de que los microorganismos responsables de la fermen-—
‘tacién del pimiento no presentan actividad de la enzima, como se
describird en el apartado 5.4., explican que durante dicha fermen-

tacién y la posterior conservacién no se altere précticamente la
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composicidn péctica y la textura de los frutos, como ya se vié en
el apartado S5.1.1., siempre que se realice un adecuado control y
se evite el desarrollo de mohos sobre la superficie de las salmue-

ras,
5- 3- 2-- AceitunaS.

Los graves problemas de ablandamiento que frecuantementg pre-
sentan las aceitunas de la variedad Hojiblanca, elaboradascomo ne-
gras al natural en salmuera, justifican la importancia de la detec-
cién y caracterizacién de la enzima poligalacturonasa presente en
este fruto, cuya actividad se relaciona directamente con las altera-

ciones pectinoliticas.
Los factores cuya influencia se ha considerado son:

-~ Estado de madurez del fruto
- Tiempo de aelmacenamiento

Efecto de la didlisis

Efecto del valor de pH

Efecto del cloruro sddico

Inhibidores presentes en la aceituna

Estado de madurez del fruto,-

Al objeto de estudiar como evoluciona la actividad de poligalac-
turonasa durante las distintas etapas de la maduracidn, se realizan
en cada una de ellas medidas de dicha actividad, fijando el valor de
pH a 4,0 unidades, por ser prdximc al gue presenta la pulpé del fru-
to y al que bosteriormente sg mantiene duranfe su fermentacidén. En
la Tabla XXXIII se presentan los valores cbtenidos de cuya obser-

vacién podemos deducir que, durante el proceso de maduracidén, se in-



TABLA XXXIII

Actividad de poligalacturonasa en aceitunas de la varie=-
dad Hojiblanca en diferentes estados de madurez.

Descenso en viscosidad (%)

Muestras n? Verde Color cambiante Madura Sobremadura

1 0,0 | 0,0 14,3 51,7
2 0,1 0,0 | 23,7 '30,7
3 - - 11,1 35,7
x 0,0

o,0 16,4 39,4
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crementa la actividad de poligalacturonasa, y asi, mientras en la
aceituna recolectada verde o durante el envero no se detecta préc-
ticamente la presencia de la enzima, las concentraciones de ésta
toman valores crecientes para los frutos maduros y sobremaduros,

empleados comunmente para la fermentacidn,

Tiempo de almacenamiento,-

Establecida, en los estudios realizados sobre la pectinestera-
sa, la importancia del tiempo que transcurre desde la llegada del
fruto a fébrica hasta su utilizacién, se ha investigado la influen-
cia que el periodo de almacenamiento tiene sobre la actividad de

poligalacturonasa.

El planteamiento de la experiencia fué el siguiente: dos mues-
tras de aceitunas, una de ellas recogida directamente del érbol y
otra procedente de una fébrica, se mantienen almacenadas en cémara
termostédtica a 122 - 152 C siguiéndose en cada una de ellas la evo-

lucién de la actividad con el tiempo de conservacién.

Los resultados obtenidos, a un valor de pH de 4,0 unidades se
presentan en la Tabla XXXIV en la que se observa como la actividad
de poligalacturonasa, moderada inicialmente, se incrementa: répida-
mente al prolongarse el almacenamiento‘a pesar del contrpl de la

temperatura.

Este incremento de actividad puede en parte estar relacionado
con el hecho de que un alto porcentaje de las aceitunas almacenadas,
tanto en la fébrica como en la cémara, desarrollan colonias de mo-
hos en su superficie, especialmente en la zona de insercién del pe-

dbnculo,



TABLA XXXIV

Influencia de los tiempos de almacenamiento sobre

la actividad de poligalacturonasa a pH 4,0,

Descenso viscosidad (%)
Tiempo de gonservaciﬁn ~ Arbol F&brica x
0 dias 30,7 21,9 26,3
6 dfas 63,7 54,7 59,2
9 dias 76,1 59,7 67,9
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La presencia de estos mohos nos puso de manifiesto la necesi-
dad de investigar més profundaménte el estado de sanidad de los fru-
tos. Para ello, se realizan siembrashmicrobioldgicas de los liquidos
obtenidos al lavar las aceitunas con agua esteril, y de la pasta ob-
tenida por trituracién de la pulpa. Dichas siembras han permitido
detectar la presencia de bacterias Gram-negativas y pertenecientes
al género Bacillus, cuyo caracter pectinolitico se demuestra, tanto
por métodos microbiolégicos como por medidas de viscosidad, en los
ensayos presentados en el apartado 5.4. En estudios posteriores a
la presente Tesis se continda esta linea de investigacién para iden-
tificar dichos microorganismos y comprobar su verdadera importancia

en los fendmenas de ablandamiento.

Efecto de la didlisis,.-

Con la finalidad de purificar la poligalacturonasa se dializa,
frente a agua destilada, el extracto enzimdtico, en tubos de celo-
fana semipermeable, sustituyendo varias veces la fase externa acuo-

sa con nusvg volumen de agua destilada.

Transcurridas 72 horas, se separan por centrifugacidén dos frec-
ciones; la del spbrenadante se emplea directamente para las medidas
de actividad, y la del precipitado, después de lavarla con agua des-
tilada, se redisuelve en un volumen de solucién de cloruro sédico al
2 % igual al del extracto inicial, y se filtra a continuacién para

eliminar los restos insclubles,

Las determinaciones realizadas a un valor de pH de 4,0 unidades
(Tabla XXXV) demuestran que existe actividad de poligalacturonasa
tanto en la solucién del precipitado como en el sobrenadante. Si bien

en éste dGltimo dicha actividad es siempre bastante mayor, ha de con-



TABLA XXXV

Actividad de poligalacturonasa a pH 4,0 en las fraccio-
nes obtenidas por didlisis de extractos enziméticos de
aceituna Hojiblanca madura.

Descenso en viscosidad (%)

Muestra n? Precipitado Sobrenadante
1l 0,0 : 7,4
2 26,7 - 18,5
3 10,9 37,5
4 | | 4,7 48,5
5 27,1 57.77
6 40,6 | 84,2
7 12,0 48,6
8 : 1,1 ' 30,9
9 _ , 0,5 26,0
X

13,7 46,6
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siderarse que los resultados no son estrictamente domparables pues-
to que la disolucidén del precipitado se realiza en solucién de clo-
ruro sédico, lo que representa en las condiciones de incubaciﬁn,

una concentracién de dicha sal del 0,33 %, mientras que el sobrena-

dante se incuba en ausencia de sal.

La existencia de actividad en ambas fracciones indica gue, en
el e*tracto de poligalacturonasa obtenido de la aceituna existen al
menos dos isoenzimas diferentes que tienen distinto comportamiento
cuando no hay sales presentes ya que mientras una precipita la otra
permanece en solucién., Esta diferencia en sus propiedades y la pre-
sencia, ya comentada anteriormente, de microorgaenismos pectinoliti-
cos hacen pehsar que, posiblemente, ambas isoenzimas tienen distin-
ta procedencia, pudiendo alguna de ellas prncéder de la flora natu-

ralmente presente en los frutos.

Efecto del valor de pH.

Se ha estudiado, entre 3,5 y 7,0 unidades, la influencia que
tiene el valor del pH sobre la actividad de poligalacturcnasa en
los extractos enziméticos de aceitunas maduras por considerarse de
- gran importancia para dilucidar la procedencia de la enzima presen-
te en estos extractos y discernir su posible accién durante la fer-

- mentacidén,

Puesto que el tampén citrico/citrato, anteriormente utilizado,
solo es eficéz hasta un pH de 6,2 unidades, a partir del valor 6,0
se hizo necesario el uso de la solucidn amortiguadora PDaHéK/Pﬂaﬂkz.
Ya que la introduccién de nuevos iones podria afectar la actividad
de la enzima se realizan medidas con los dos tampones a 6,0 unida- ,

des.



- 76

Los resultados, practicamente idénticos, demuestran que ambos

pueden utilizarse sin afectar la actividad de la enzima.

Una dificultad se presenta cuando la aceituna posee una eleva-
da actividad de pectinesterasa, ya que esta enzima acompana a la po-
ligalacturonasa en los extractos e interfiere las medidas de visco-
sidad a valores de pH préximos al éptimo de la primera, por inesta-
bilizacién de los geles al desesterificar la pectina usada cémc sus-—
trato. Esta interferencia puede evitarse, cuando la actividad de
pectinesterasa no es alta, mediante la incubacién previa del extrac-
to a‘una temperatura de 402 C, durante un peritcdo de 48 horas, que
resulte suficiente para inactivarla. En la Tébla XXXVI se recopilan
los resultados obtenidﬁs a varios valores de pH con extractos enzi-
méticos: preparados a partir de seis muestras distintas de aceituna:
Hojiblaca madura (Gré&fico 8). En ella podemos observar que el valor
de pH 6ptimo de los extractos de poligalacturonasa se encuentra al-
rededor de 6,0 unidades: y que si bien las soluciones enziméticas
son activas incluso a un pH de 3,5 unidades, a este valor la acti-
vidad se reduce a menos del 50 por ciento de la que presenta a su

pH Gptimo,

Por otra parte, tanto en el sobrenadante como en el precipita-
. do obtenidos por di&lisis de los extractos enziméticos se ha inves-
tigado la influencia del velor de pH sobre la actividad de la enzi-
ma y los resultados obtenidos para ambas fracciones, qgue se recogen
en la Tabla XXXVII (Gréaficos 9 y 10) confirman que la actividad' de

Poligalacturonasa de la aceituna se debe a dos isoenzimas: diferen-

tes que, si bien catalizan un mismo proceso de hidrélisis dei enla-

ce glicosidico en la cadena péctica, poseen propiedades diferentes,



TABLA XXXVI

Influencia de los valores de pH sobre la actividad de poligalacturonasa
(% Descenso en viscosidad) en

jiblanca madura.

los extractos enziméticos de aceituna Ho-

| Valor de pH

Extracto n? 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0
1l 55,8 76,1 87,1 92,4 Gel Gel - -
2 46,5 63,7 81,6 89,4 Gel Gel - -
3 - 46,0 - - 83,2 - - 10,1
4 - 30,2 - 36,7 - 64,2 - 42,0
5 - 59,7 - 90,7 - - 92,4 86,0
6 34,7 35,7 - 75,4 - 79,9 - -



GRAFICO 8.- Influencia de los valores de pH sobre la ac-
tividad de poligalacturonasa en los extractos enzimaticos
de aceituna Hojiblanca madura.
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TABLA XXXVII

Influencia del valor de pH sobre la actividad de poligalacturonasa (% Descenso
en viscosidad) de las fracciones obtenidas por diélisis.

Valor de pH
Extracto Fraccibn _
n? di&lisis 3,5 4,0 - 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0
P 3’6 12,0 5.1 . - 1’1 - -
1 .
P ) - 40,6 34,6 - 10,4 - -
2 | |
S - - 84,2 91,7 - Gel - -
P - 1, 0,3 z 0,0 - 0,0
3
4 : , .
S - 36,8 65,0 75,8 86,8 80,2 60,1

P = precipitado S = sobrenadante




GRAFICO 9.~ Influencia del valor de pH sobre la actividad
de poligalacturonasa presente en el precipitado obtenido
por dialisis,
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GRAFICO 10.-Influencia del valor de pH sobre la actividad
de poligalacturonasa presente en el sobrenadante obtenido

por dialisis.
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Este hecho lo demusstra no solo el distinto comportamiento de au-
sencia de salés, ya comentado anteriormente, sino también la dife-
rente variacién de la actividad con el valor de pH, ya que mientras
la poligalacturonasa del precipitado tiene su pH Sptimo alrededor

de 4,0 unidades la del sobrenadante lo presenta a 6,0 unidades apro-
ximadamente. La coincidencia entre el valor de pH 6ptimo de ésta
Gltima fraccidn y el del extracto bruto antes de la diélisis, rati-
fica la mayor importancia cuantitativa de la actividad del sobrgna—

dante, ya apuntada anteriormente,

Efecto del cloruro sédico,

Con objeto de comprabar si la poligalacturonasa de la aceituna
puede actuar o no a los niveles de sal utilizados en la fermentacién,
se ha estudiado la actividad de los extractos enzim&ticos en presen-

cia de diferentes concentraciones de clorurc sdédico,

Los resultados obtenidos, correspondientes a un extracto tipico
de aceitunas sin dializar medido a un valor de pHvde 4,0 unidades,
se representa en el Gréfico 11, en el cual puede verse que la acti-
vidad disminuye rdpidamente con la concentracién de la sal presente
en la solucién de pectina utilizada como sustrato,'siéndo suficien-
te que se encuentre al 8 % para reducirla hasta aproximadamente un
"5 % del valor obtenido cdandc no hay cloruro sdédico en dicho sustra-

to.

Un estudio similar se ha realizado, después de la didlisis de
los extractos enzimdticos, con las isoenzimas presentes en el sobre-
nadante y precipitado obtenidos en esta operacién. Las resultados
indican que ambas son afectadas por la concentracién de cloruro sé-

dico, aunque en distinto grado cada una de ellas, como puede compro-



GRAFICO 1.-Influencia de la concentracion de NaCl sobre

la actividad de poligalacturonasa del extracto
de aceituna Hojiblanca madura a un valor de
pH de 4,0 unidades.
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barse en la Tabla XXXVIII y Gréfico 12. Se han utilizado como valo-
res de pH en la incubacién los &ptimos para cada una de las iéoen-
iimas, de 4 y 6 unidades para el precipitado y sobrenadante, respec-
tivamente. En estas condiciones, para una concentracién de cloruro
sédico del 4 % la enzima del precipitado es ya totalmente inactiva,
mientras que la del sobrenadante, cuantitativamente més importante
en los dos extractos estudiados, conserva, incluso en presencia de
un 8 % de cloruro sédico m&s del 50 % de su actividad original en

ausencia de sal.

Estos resultados inducen a pensar que el efecto inhibidor
vdel cloruro sédico para la fraccién sobrenadante es muy inferior
al que presenta el extracto no sometido a didlisis y en el cual se

encuentran presentes ambas isoenzimas (Gréficos 1l y 12).

Sin embargo, hay que tener presente que el valor de pH utili-
zado en estos ensayos ha sido de 4 y 6 unidades respectivamente, lo
cual podria ser la causa del distinto efecto que sobre la enzima

muestra el cloruro sédico.

Por ello se investigd el comportamiento de la ispenzima pre-
sente en el sobrenadante a un valor de pH de 4 unidades, andlogo

al empleado en extractos sin dializar y a distintos niveles de sal.

Los resultados obtenidos, Gréfico 13, demuestran que a este
valor de pH, la actividad de la poligalacturonasa del sobrenadan-
te, sigue una marcha paralela a la observada en aquellos extractos,

y que a un 6 % de cloruro sédico es ya précticamente inactiva.

Se pone de manifiesto asi el importante papel que desempefia
el efecto combinads del cloruroc sédico y pH para evitar la accién

de la poligalacturonasa. Sin embargo, hay que tener en cuenta que



TABLA XXXVIII

Influencia de la concentracibn de cloruro sédico sobre la actividad de poligalactu-
ronasa de las fracciones obtenidas por diflisis de los extractos enzim&ticos des acei-
tuna Hojiblanca madura. :

Concentracifin de cloxruro sédico

Extracto n® Fraccibn didlisis Valor de pH 0% 2% 4% 6% 8%
P 4,0 2,8 0,0 0,0 - -
1l .
S 6,0 73,4 .69,5 65,6 60,4 48,1
P 490 8’7 2.7 0’0 U’U -
2
S 6,0 74,0 . 69,3 62,8 51,5 48,3

P = precipitado

S = sobrenadahte



Actividad de poligalacturonasa

GRAFICO 12.- Efecto del NaCl sobre la actividad de poliga-
lacturonasa de las fracciones obtenidas por dialisis de los

extractos enzimaticos de aceituna Hojiblanca madura.
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GRAFICO 13. - Efecto del NaCl sobre actividad de poligalac-

turonasa en la fraccion sobrenadante a pH 4,0.
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las enzimas pueden actuar afectando los materiales pécticos duran-
te el periodo previo al equilibrio fruto-salmuera. Es necesario
destacar que una de las isoenzimas mencionadas se encuentra en con-
diciones éptimas de actividad y que ademds una actividad residual

de la enzima, cuantitativamente poco importante, puede tener en cam-
bio un gran significado a largo plazo dado los prolongados periodos

en los cuales actua durante la fermentacién y conservacidn.

Inhibidores presentes en la aceituna.

El hecho de que les extractos de poligalacturonasa obtenidos
directamente de la pulpa de aceitunas no preéenten actividadr(apar-
tado 4.2.3.) parece indicar que durante los lavados con agua desti-
lada, que se llevan a cabo en la preparacidén de las soluciones enzi-
miticas por el método habitual, se eliminan sustancias inhibidoras
de dicha enzima, las cuales, una vez aisladas y caracterizadas, po-
drian utilizarse de la forma més conveniente en la posterior elabo-

racién de la aceituna para evitar la degradacién de la pectina.

Para investigar esta hipdtesis se plantean inicialmente. expe-
riencias que consisten en incubar durante 72 horas a 302 C 25 ml
de solucién de pectina al 2 %, utilizada como sustrato, éon 5 ml
del extracto enzimftico, afiadiendo 5 ml de solucién inhibidora ob-
tenida por trituracién de las aceitunas deshuesadas con agua desti-

lada y posterior filtracién.

Este filtrado puede extraerse con hexano y acetato de etilo
para eliminar los lipidos presentes sin afectar sensiblemente los

resultados.
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Paralelamente se preparan, como referencia, muestras sustitu-
yendo la solucién inhibidora por igual cantidad de agua destilada
al objeto de mantener la dilucién final. En todos y cada uno de los
ensayos se dispusieron los blancos correspondientes‘con 5 ml»de la
solucién enzimdtica previamente inactivada, como ya se ha indicado
anteriormente, por calentamiento en bafic marfa a 802 C durante 10

minutos.,

El desarrollo de las experiencias puede esquematizarse de la

forma sigiente:

Solucidn Extracto Agua Solucidn
pectina 2 % enzimdtico Blanco destilada inhibidora

Muestra 25 ml 5 ml T - 5 ml -A'
Blanco « 256'ml - 5 ml 5 ml -
Muestra = 25 ml 5 ml - . 5 ml
Blanco 25 ml - 5 ml - 5ml

Los resuitados obtenidos con tres extractos diferentes en estos

ensayos fueron los siguientes:

Extracto % Descenso en viscosidad
ne Con inhibidor S5in inhibidor % Inhibicidn
I 17,6 20,3 13,3
I1 37,7 41,7 9,4

111 77,9 85,1 8,5

Si bien la actividad de poligalecturpnasa se reduce solo en un
10 % aproximadamente, hay que tener en cuenta gue en la solucién uti-
lizada la concentracién de las sustancias inhibidoras es muy inferior

a la que se presenta en la pulpa del fruto.



Una vez demostrada la existencia en la aceituna de inhibido-
res naturales que se extraen facilmente con agua destilada, se han
dializado alpechin y extractos obtenidos directamente de la pulpa
sin lavados previos. Las incubaciones realizadas mostraron que ni
en Qno fi en otro caso existfa actividad enzimitica antes de la
didlisis. Después de ella, tanto el sobrenadante como el precipi-
tado presentan actividad como puede verse por los resultados que

se dén a continuacidén:
% Descenso en viscosidad

Alpechin
Muestra Extracto bruto Muestra 1  Muestra 2
Antes di&lisis 0,0 0,0 0,0
Precipitado 34,0 15,3 51,6
Sobrenadante 39,3 29,6 78,7

Los yalores obtenidos confirman la existencia de sustancias
inhibidoras que, por eliminarse durante la diélisis deben poseer
bajo peso molecular, lo que explica los incrementos de actividad

enzimética que generalmente ocurren durante esta operacién,

Posteriormente, para estudiar la naturaleza, competitiva o no,
de la inhibicién se investiga la variacidn que experimenta la acti-
- vidad enzimdtica con la concentracién de sustrato en presencia y

ausencia de inhibidor.

La experiencia se efectla segin el esquema siguiente:
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Concentracién de la

solucidn de pectina Extracto Agua Solucidn
(25 m1) enzim&tico Blanco destilada inhibidora
0,75 % 5 ml - 5 ml -
0,75 % - 5 ml 5 ml -
1,50 % 5 ml - 5 ml -
1,50 % - 5 ml 5 ml -
2,00 % 5 ml - 5 ml -
2,00 % - 5 ml 5 ml -
2,50 % 5 ml - 5 ml -
2,50 % - | 5 ml 5 ml -
0,75 % 5ml - - 5 ml
0,75 % - 5 ml - 5 ml
1,50 % 5 ml - - 5 ml
1,50 % - 5 ml - 5 ml
2,00 % &5 ml - - 5 ml
2,00 % - -5 ml - 5 ml
2,50 % 5 ml - - 5 ml
2,50 % - 5 ml - 5 ml

Inicialmente se realiza el estudio con un extracto enzimdtico
sin dializar y en el Grafico 14 se representa el porcentaje de des-
censo en viscosidad frente a la concentracién de sustrato en presen-
cia y ausencia de inhibidor. Posteriormente se realizan experiencias
similares con las fracciones de precipitado y sobrenadante obtenidos
por diélisis (Gré&ficos 15 y 16) y con un extracto enzimdtico sin dia=-

lizar en el cual en otro estudio realizado en paralelo se comprobd
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por didlisis que no tenfa actividad en el precipitado por lo que
toda la actividad medida puede atribuirse a la isoenzima del sobre-

nadante {Gréafico 17).

Puede observarse en todos los casos gue el porcentaje de des-~
censo en viscosidad se incrementa con la concentracidn de sustrato
hasta aproximarse de modo asintdético a un méximo para el cual la en-
zima se encuentra saturada por dicho sustrato. La representacién es
por tanto de tipo hiperbélico y demuestra que ambas isoenzimas de
la poligalacturonasa siguen una cindtica de Michaelis-Menten. En el
intervalo utilizado para las determinaciocnes el porcentaje de des-
censo en viscosidad corresponde a una medida de la Velocidad de reac-
cién ya que depende directamente del nGmero de enlaces glicosidicos

hidrolizados durante el tiempo de incubacién constante de 72 horas.

Puesto que ambas isoenzimas siguen una cinética tipica de sa-
turacidn, para investigar que tipo de inhibicidn tiene lugar, se
aplica la transformacidén algebreica de la ecuacidn de Michaelis-Menten

‘debida a Lineweaver-Burk con lo que puede ponerse en la forma:

1 Ku 1 1

e O

donde:

d = % descenso en viscosidad.
D = % descenso en viscosidad méximo.
(§)= Concentracidén de sustrato.

KM‘g Constante de Michaelis-Menten.

Esta ecuacién, cuando se representa en abcisas 1/S y en ordena-

das 1/d, corresponde a una lfnea recta cuya pendiente es KM/D y su
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interseccidn con el eje 1/d es la inversa del porcentaje de descen-
80 m&ximo en viscosidad. La interseccién sobre la abcisa en esta re-

presentacién de Lineweaver-Burk es - 1/KM-

En la Tabla XXXIX ée incluyen, con las transformaciones adecua-
das para su representacién (Gréfico 18), los resultados obtenidos,
a pH 4,0, con el extracto enzimético sin .diélisis previa que contie-
ne ambas isocenzimas y una concentracién final de cloruro sddico del
0,28 % y cuya actividad se representd, frente a la concentracién de

sustrata, en el Gré&fico 14.

De la observacidén del mencionado Gré&fico 18, en el que se en-
cuentran representadas las lineas de regfesién correspondientes a.
estos valores, ﬁo pueden obtenerse deducciones acerca del tipo de
inhibicién que tiene.lugar, ya que éste no se ajusta a ninguno de

los modelos, sea o no competitivo.

Para la isoenzima del precipitado se realiza un estudio simi-
lar, igualmente'a pH = 4,0, cuyos resultgdos se presentan en la Ta-

bla XL,

Las lineas de regresidn obtenidas, en presencia y ausencia de
inhibidor, al representar al inverso del descenso en viscosidad
frente a la inversa de la concentracién se dan en el Grafico 19.
Esta representacién, doblemente reciproca, nos permite establecer,
el valor de las caonstantes de la férmula de Michaelis-Menten asi

como el tipo de inhibicidn experimentado por la enzima,

En nuestras condiciones experimentales (309 C; pH = 4,0; NaCl

0,28 %) la K, de la isoenzima del precipitado, puesto que el punto

M
de corte con el eje de abcisas en ausencia de inhibidor se encuen-

tra en - 0,656 tiene un valor de 1,53 %.



TABLA XXXIX

Variaci6én de la actividad de poligalacturonasa en el extracto enzim&tico, con la
concentracibn de sustrato, en presencia y ausencia de inhibidor. (pH = 4,0; Tempe-

ratura = 30¢C;Concentracién NaCl = 0,28 %).

c 1/c d d 1/d 1/dg
—_—

0,75 1,33 25,00 17,50 0,040 0,057

1,50 0,67 28,60 23,60 0,035 0,042

2,00 0,50 31,00 25,10 0,032 0,040

2,50 0,40 32,40 25,60 0,031 0,039

¢ = Concentracifn de la solucifn de pectina utilizada como sustrato (%)
d = Porcentaje de descenso en viscosidad en ausencia de inhibidor

dlc Porcentaje de descenso en viscosidad en presencia de inhibidor
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TABLA XL

Variaci6én de la actividad de poligalacturcnasa en el precipitado obtenido por
di&lisis, con la concentracifn de sustrato, en presencia y ausencia de inhibi-
dor. (pH = 4,0; Temperatura = 302 C; Concentracién NaCl = 0,28 %).

c 1/c d - dy 1/d 1/d;
0,30 3,33 4,80 i 2,73 0,208 0,366
0,40 2,50 5,60 3,54 0,179 0,282
0,50 2,00 7,30 4,24 0,137 0,236

g,70 1,43 9,10 5,73 0,110 0,175

¢ = Concentraci6n de la solucifn de pectina utilizada como sustrato (%)
d = Porcentaje de descenso en viscosidad en ausencia de inhibidor

dIa Porcentaje de descenso en viscosidad en presencia de inhibidor
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El punto de corte de esta misma recta'con.el eje de ordenadas
nos dd un valor para el inverso del descensoc méximo en viscosidad
igual a 0,035 por lo que dicho méximo se encuentra a 28,61 %. Res-
pecto a la inhibicién de la iscenzima del precipitado puede obser-
varsé que las rectas correspondientes a la representacién de 1/d
frente a 1/c en presencia y ausencia del inhibidor coinciden préc-
ticamente en el punto de corte sobre el eje de ordenadas por lo que
la inhibicién es competitiva. E1 inhibidor debe reaccionar con la
enzima en el centro normal de unién del sustrato ocupando el lugar
de este e impidiendo asf la formacidén del complejo enzimé—sustrato
y el porcentaje de inhibicién es funcidn de la relacidén entre las
concentraciones de inhibidor y sustrato, mds bien que de la concen-
tracién absoluté del inhibidor por si solo. En realidad, el porcen-
taje de desﬁensé méximp en viscosidad no se altera préctibamente
por la presencia de este inhibidor compstitivo pero la Ky aparente

se incrementa hasta 3,03 % (abcisa en el origen - 0,330).

En el caso del sobrenadante la representacién de 1/d frente a
l/c en presencia y ausencia de inhibidor cuyos valores se presentan

en la Tabla XLI se ha realizado en el Gr&fico 20.

De los puntos de corte de la recta obtenida en ausencia de in-

hibidor podemos deducir la K

uY el porcentaje de descenso méximo en

viscosidad,
La constante de Michaelis-Menten tiene para esta isoenzima un

valor de 0,59 % (pH = 4,0; 302 C; ausencia de sales) correspondien-

te a una abcisa en el origen de -~ 1,698, ,

Puesto que 1/D, ordenada en el origeh vale 0,0274 el porcenta-

je de descenso méximo en viscosidad es de 36,54 %.
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TABLA XLI

Variacifn de la actividad de poligalaturonasa en el sobrenadante obtenido por
diélisis, con la concentracién de sustrato, en presencia y ausencia de inhibi-
dor. (pH = 4,0; Temperatura = 302 C; Concentracién de NaCl = 0 %).

c 1/c d dq 1/d 1/d;
" 0,40 2,50. 14,70 7,14 0,068 Z;:ZIT
0,60 1,67 18,70 9,09 0,053 0,110
0,80 1,25 21,10 10,00 0,048 0,100
1,00 1,00 ’> 22,80 11,1k 0,044 0,090

c = Concentracién de la solucién de pectina utilizada como sustrato (%)
d = Porcentaje de descenso en viscosidad en ausencia de inhibidor

dI- Porcentaje de descenso en viscosidad.en presencia de inhibidor
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Segln el significado tedrico de la KM , a esta concentracién
de sdstrato se alcanza la mitad del descenso méximo; puede observar-
se que en la préctica para el 0,60 % de concentracién de pectina,
valor muy préximo a la Ky obtenida, el descenso medida es 18,70 %
que éorrésponde‘aproximadamente a la mitad del descenso méximo en

viscosidad calculado.

En la experiencia de inhibicidén se demuestra que, a diférencia
de la iscenzima del precipitado, es de tipo no competitiva. En efec-
to, ambas rectas coinciden précticamente sobre el eje de abcisas; es-
te tipo de inhibicién no resulta invertida por un aumento en la cdn—

centracién de sustrato,

El punto de corte con el eje de ordenadas ldgicamente es dife-
rente para ambas rectas y esté situado en presencia de inhibidor en
0,0574, lo que indica que D valeeneste caso 17,42 % mucho menor que

cuando no hay inhibidor presente,

En este tipo de inhibicidén los descensos méximos en viscosidad,
en presencia (D) y ausencia (D’) de inhibidor se relacionan por las
férmulas: ’

1 1 (z)

D D Ki
en la que [I) representa la concentracién del inhibidor y Ki la
caonstante de inhibicidn.

Sustituyendo en la férmula anterior D y D” por sus correspon-

dientes valores se calcula la relaciéh:
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[I) 00,0573

Ki 0,0273

Estos resultados presentados para ambas isoenzimas no son
exactamente comparables al estar realizados los ensayos correspon-
dientes al precipitado a un 0,28 % de concentracién final de sal
y los del sobrenadante en ausencia de ella. No obstante, se ha rea-
lizado un estudio andlogo a los anteriores con el extracto enzimé-
tico sin dializar cuya representacién de actividad frente a con-
centracidn de sustrato se presents eﬁ el gréafico 17. Como se in-
dicé entonces, en otrd estudio realizado en paralelo se comprobd
que este extracto no tenfa actividad de poligalacturonasa en el
precipitado por lo que todo el descenso en viscosidad puede atri-
buirse a la accién de la isoenzima del sobrenadante., Por tanto,
los valores que se presentan en la Tabla XLII corresponden a di-
cha iscenzima del sobrenadante en presencia de una concentracidén
de cloruro sédico de 0,28 %, igual a la utilizada en el caso del

precipitado.

En el gréfico 21 se realiza la representacién doblemente re-
ciproca para este extracto; en &1 puede verse gue la ordenada en
el origen en ausencia de inhibidor es 0,014 que corresponde a un
descenso méximo en viscosidad de 71,09 %. Este valor es muy dis-
tinto al calculado anteriormente para la iscenzima del sobrenadan-
te no sélo porque se encuentra en diferentes condiciones en este
caso sino también porque se trata de extractos distintos y por

tanto no poseen la misma concentracién de la enzima.



TABLA XLII

Variacifn de la actividad de poligalacturonasa del socbrenadante con la concen-
tracién de sustrato, en presencia y’ausencia de inhibidor. (pH = 4,0; Tempera-
tura = 302 C; Concentracibn NgCl-= 0,28 %).

c /e d - dp 1/d 1/dg
0,30 3,33 37,87 27,30 0,0264  0,0366
0,50 2,00 46,07 34,74 0,0217  0,0288
0,60 1,67 50,43 35,58 0,0198  0,0281
0,80 1,25 52,99 38,21 0,0189  0,0262

¢ = Concentracifin de la solucifn de pectina utilizada como sustrato (%)
d = Porcentaje de descenso en viscosidad en ausencia de inhibidor

dla Porcentaje de descenso en viscosidad en presencia de inhibidor
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De mayor interés es la determinacién de la constante K yva

M
que no depende de la concentracién de la enzima presente en el ex-
tracto. La abcisa en el origen tiene un valor de 3,802 por lo cual
K, en estas condiciones (pH = 4,0; temp. 302 C; ClNa 0,28 %) corres-
ponde a una concentracién de pectina del 0,26 %. Es necesarid re-
saltar que este valor es notablemente mis bajo que el obtenido en
total ausencia de sal despuéds de la diélisis lo que nos indica una
mayor afinidad de la isoénzima del sobrenadante por la pectina en
estas condiciones y por tanto una mayor eficacia en su papel cata-
1ftico., Esta mayor afinidad puede deberse bien a la existencia de
alguna sustancia que actue como coenzima bien a la presencia del
cloruro sédico que a la baja concentracién empleada podria éctivar

a la enzima, en cuyo caso tendria importaﬁcia en una primera etépa
de la elaboracién, tras la colocacién del fruto en salmuera, duran-
te la cual el cloruro sédico se difunde lentamente desde dicha sal-

muera hasta la pulpa y se encuentra a baja concentracién en el in-

terior del fruto.

Comparativamente, la isoenzima del sobrenadante posee, tanto
en ausencia como en preéencia de sal, un valor de KM inferior a la
del precipitado gue nos permite deducir una mayor afinidad por el
sustrato de aquella iscenzima y una mayor eficacia catalitica a ba-

Jas concentraciones de pectina.

En presencia de inhibidor el descenso méximo en viscosidad se
reduce hasta un 51,40 % (correspondiente a una ordenada en el ori-
gen de 0,0195) y‘puede verse, como en el estudio realizado en au-
sencia de sal, que ambas rectas coinciden igualmente sobre el eje
de abcisas lo cual confirma la existencia de inhibicién no compe-

titiva.
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Una vez concoidos laos diferentes mecénismos de inhibicién de
las isoenzimas del sobrenadante y precipitado pueden explicarse
facilmente los resultados presentados en el gréfico 18 que corres-
ponden a la resultante de las distintas inhibiciones experimenta-

das por ambas isoenzimas presentes en aquel extracto.

Como en el caso anterior podemos deducir gue:

[I] 0,0195
= -1=0,3

K, 0,0140
1

Comparando este valor con el obtenido anteriofmente para esta

isoenzima del sobrenadante en ausencia de sal:

(z)

———— = 1,09

Ki |
y teﬁiendo en cuenta que la concentracién de inhibidor puede consi-
derarse aproximadamente igual en embos casos, se deduce que el va-
lor de Ki es mayor antes de 1a didlisis, con un 0,28 % de sal pre-
sente, que después de realizada esta operacidén, en ausencia de clo-
ruro sédico; por tanto, en estas condiciones la ausencia de iones

influye disminuyendo la afinidad de la enzima por el inhibidor y

haciendo por consiguiente menos eficaz la accién de éste,

Asi pués, en la aceituna Hojiblanca madura existen sustancias
con actividad inhibidora de la poligalacturonasa, solubles en agua
y de bajo peso molecular, gue de acuerdo con la informacidén propor-
cionada por la bibliograffa podrian sstar relacionadas con polife-
noles, compuestos que se encuentran en esfe fruto en concentracién

relativamente elevads. .
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Esta inhibicién ocurre para cada una de las isopenzimas aisla-
das, procedentes probablemente una del fruto y otra de los microor-
ganismos en &1 presentes, por un mecanismo diferente, de tipo com-
petitivo para la isoenzima del precipitado, insoluble en ausencia
de sales, y no competitivo para la del sobrenadante, de més baja

KM y por tantoc de mayor aFinidad'por el sustrato.

A la vista de estos resultados se considera de gran interés
la continuacién del estudic para aislar e identificar estas sustan-
cias con actividad inhibidora as{ como para investigar su localiza-
cién y la de ambas isoenzimas con la finalidad de comprobar su ac-
cién y la posibilidad de afiadirlas a las salmueras durante la fer-
mentacién y conservacién de los frutos para evitar la degradacidn

de sus canstituyentes pécticos.

En la Tabla XLIII.sé,presentan, finalmente, las lineas de regre-
sién correspondientes a las experiencias de inhibicién descritas en
este apartado y realizadas con los extractos enzimdticos de distin-
ta naturaleza objeto de esta investigacién. Asi mismo, se incluyen
los coeficientes de correlacidn correspondientes a dichas lineas y

su grado de significacidn.



Lineas de regresifn y coeficientesde correlacién, correspondientes a

de inhibicién, realizadas con distintos extractos enzim&ticos.

Naturaleza del

extracto

Sin dializar

Precipitado

Sobrenadante

Sobrenadante
presencia de
0,28 % NaCl)

(en

Lf{nea de

TABLA XLIII

regresién

Coeficiente de
correlacién

las experiencias

Grado de
significacibn

<K< K< < <

<<

0,009
0,021

0,053
0,100

0,016
0,033

0,004
0,005

.y = experiencia sin inhibidox.
y“= experiencia con inhibidor.

X
X

X
+*

+
+

+ +

0,027
0,030

0,030
0,033

0,027

0,057

0,014
0,019

0,985
0,995

0,987
0,999

0,999
0,997

0,996
0,993

0,02 P> 0,01
0,005 » P 0,001

0,02>P>0,01
P< 0,001

P< G,001
0,003 >P> 0,001

g, 004 P>0,001
U » P>0,001
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5.4,~ Actividad pectinolitica de microorganismos.

Anteriormente se ha indicado que en los frutps de pimientosbno
se ha encontrado actividad pectinolitica apreciable, aunque hay |
que tener en cuenta que el estudio ha sido realizado sélo sobre
frutbs comprendidos en el intervalo de madurez normalmente emplea~-

do en la industria del aderezo.

No obstante en dicha industria son considerables las pérdidas
ocasionadas por problemas de ablandamiento del fruto elaborado, se-
gin el sistema tradicional, problemas que fécilmente se pueden sub-
sahar con un adecuado contreol del pfoceso,.evitando las contamina~
ciones accidentales de mohos,.crecimiento de levaduras superficia-

les, descenso del contenido en ClNa, etc.

- Otra Forma de elaboracién de éstos.frutos es por fermentacidn
anaerdbica en salmueras de baja graduapién, aciduladas con &cido -
léctico. La flora microbiana reSponsabie de esta fermentacidn son
Gnicamente las levaduras, por lo cual se considerd de interés es-
tudiar si dichos microorganismos pueden ser productores'de enzi-
mas pectinoliticas, si bien en princibio no era de esperar por la

buena textura que presentaban los frutos sometidos a este proceso.

Se ensayaron las especies de levaduras més representativas de
dicha ferméntacién, utilizando él medio descrito en el apartado
4,3.2.3 para el desarrollo de la enzima, preparado a dos valores
de pH de 3;5 y 5,0 unidades respectivamente, realizéndose los en-
sayos de pectinesterasa y poligalacturonasa a los treinta dias de
la inoculacién por el procedimiento de’Formacién de geles de pec-

tato célcico especificado en el mismo apartado.
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Entre las levaduras inoculadas Hansenula anomala y Saccharomyces
cerevisiae producen durante su desarrollo una fuerte elevacidén del
valor de pH del lfquido basal que llega a alcanzar, para el medio
de pH inicial de 5,0 unidades hasta valores finales de 6,8 y 6,4
respectivamente; Hansenula subpelliculosa s6lo lo eleva moderada-
mente (hasta 5,3) mientras que Saccharomyces lactis y Kloeckera
apiculata producen un descenso hasta 4,1 y 4,6 respectivamente. En
. el medio preparado a pH de 3,5 unidades, este valor BVOluCiOHa{ du-
rante el desarrcllo de los micrborgaﬁismos inoculados, de forma

andloga al del medio anteriormente comentado.

La elevacidn del pH del medio producida por algunas de las es—
pecles podria ser la causa de la desesterificacién encontrada por
Bell y thhells (58)7ya que en la presente Tesis en la que el pH
del medioc no alcanzé él valor 7,0 en ningln caso, las pruebas de
formacién de gel de pectato cdlcico no confirman los resultados ob-
tenidos por ellos al no encontrarse actividad enzimdtica en ningu-

na de las especies estudiadas.

Asi mismo, se han réalizado medidas de actividad a dos valo-
res distintos de pH (4,0 y 7,5) en las salmueras de los fermenta-
dores de pimientos inoculados éon estas especies a los cinco me~
ses de Termentacién, conservados en condiciones 6ptimas, para de-
tectar la presencia de pectinesterasa procedente bien de microorga-
nismos,‘bien del fruto, no encontréndose a ninguno de estosvvalo-
res de pH actividad enzimdtica lo que confifma los resultados ob-

tenidos en los cultivos anteriormente descritos.

Para la aceituna el estudio se orienté de forma distinta ya

que la actividad de poligalacturonasa encontrada por el procedi-
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miento de medidas de viscosidad en la incubacién de los extractos

activos del fruto, hace pensar en la'existencia de dos fuentes dis-
tintas del enzima al encontrarse dos pH éptimos diferentes para la
medida de actividad y un comportamiento distinto de ambas isoenzi-

mas en las experiencias de didlisis.

Por consiguiente se considerd de interés estudiar la posible
flora microbiana inicial que pudiera estar presente en el fruto
fresco, para lo cual se realizé una siembra de la solucidn obteni-
da por maceracidén de las aceitunas previahente trituradas con agua
estéril. E1 andlisis microbioldgico correspondiente indica que de los
microorganismos investigados se encuentran presentes'bacterias Gram-—-
negativas y del género Bacillus no det8cténdose la presencia de le-
vaduras. Realizados los aislamientos correspondientes, el estudio
se inicia sobre catorce cepas de bacterias Gram—-negativas y quince
del género Bacillus,'empleéndose para la medida de actividad el mé-
todo de formacién de halo incluido en el apartado 4.3.2.3. Lés bac-
terias se incuban durante quince dfas a 302 C en el medio l{quido,
que bontiene pectina como inductor de la actividad enzimltica y
transcurrido este periodﬁ de tiempo se comprusba la pureza del cul-
tivo mediante una siembra microbiolégica y se centrifuga a 52 C y
15,000 r.p.m. para separar las células. En el "caldo metabdlico"
claro obtenido se investiga la actividad enzimdtica por el procedi-

miento antes mencionado,

Los resultados obtenidos para las catorce cepas de bacterias
Gram-negativas aisladas, que se incluyen en la Tabla XL1V ,demues—
tran que cinco de las catorce cepas aisladas son productoras de po-
ligalacturonasa, lo que ha sido confirmado por el método de descen-

so de viscosidad a un valor de pH de 7,0 unidades,



TABLA XLIV

‘Actividad de poligalacturonasa de bacterias Gram - negativas.

Cultivo n® Actividad pectinolitica
. - )
2 -

3 +++
4 -
5 -
6 ++
7 ++
8 -
9 -
10 ++
11 -
12 -
13 -

ot
-
+
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Para el estudio de la produccidén de poligalacturonasa por las
cepas aisladas del género Bacillus se ha utilizado como testigo el
B. polymyxa por su conocida actividad pectinolftica (126}, empleén-
dose 1os mismos procedimientos seguidos para las bacterias Gram=-

negativas,

Los resultados obtenidos, que se presentan en la Tabla XLV ,
muestran que de las quince cepasvaisladas tres de ellas producen
una alta actividad pectinolitica comprobada también por el procg;
dimiento de descenso de viscosidad a un valor de pH de 7,0. unida-

des.,



TABLA XLV

Actividad de poligalacturonasa de bacterias del género Bacillus.

Cultivo n® Actividad pectinolitica
1 -
2 -
3 +4+
4 -
5 -
6 -
7 4+
8 -
9 -

10 -
11 -
12 -
13 -
14 -
15 ' +++

Bacillus polymyxa s
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- 95

6. ~. Resumen,

Los problemas de ablandamiento, que frecusntemente se producen
durante el aderezo de aceitunas negras al natural en salmuera y en
la preparacién del pimiento empleado para el relleno, causan grandes
pérdidas econdmicas por disminuciédn en los rendimientos y deprecie-

cidén de los productos que no mantienen un -adecuado grado de calidad,

Puesto que estos problemas estén eétrechamente relacionados
con los cambios sufridos por las sustancias pécticas, que represen—
tan el constituyente principal de la llamada lémina media, en la )
presente Tesis se ha estudiado, en primer lugar, el contenido en
pectinas y la composicién de éstas en dichos productos del adere-
2o profundizéhdose en los cambios que estos materiales experimen-
tan durante la elaboracién y conservacién. A continuacién, se ha
investigado la actividad de las enzimas pectinesterasa y poliga-
lacturonasas que, actuando sobre las cadenas pécticas, producen su
degradacién, y la presencia de inhibidores naturales de éstas Gl-
timas en la aceituna negra madura. Por Gltimo, se han realizado
experiencias para detectar la posible actividad pectinolitica pro-
ducida por las levaduras implicadas en la fermentacidn dei pimien=
to y por las bacterias Gram-negativas y del género Bacillus pre-
sentes en la pulpa de la aceituna Hojiblanca madurea antes de su

elaboracién,

Por lo que respecta al contenido en pectinas totales se pre-
sentan los resultados obtenidos, por los métodos de valoracidn y
carbazol, para el pimiento crudo, pelado y elaborado por fermen-
tacién y para la aceituna Hojiblanca madura antes y después de

su preparacidén coma negra al natural en salmuera. Aungue ambos
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procedimientos muestran una buena concordancia, existe en general
una tendencia a obtener valores m&s altos por el del carbazol cu-
yas causas se estudian en el apartado de Metodologia. Entre ellas
cabe destacar la existencia en el hidrolizado de las sustancias péc-
ticas, que se utiliza para llevar a cabo el an&lisis por el proce-
dimiento del carbazol, de azlcares neutros como glucosa y galacto-
sa que dén lugar a errores por exceso en la determinacidén de écido

anhidrogalacturénico,

Establecido el contenido en pectinas del pimiento se estudia
su composicidén y las variaciones que experimenta durante el pela-
do, realizado bien por tratamiento alcalino con hidrdxido sédico,
bien por el método tradicional a fuego directd, fermentacidn y con-
servacidn, en lo que respecta a grado de esterificacién, porcenta-
je de acetilos y contenido de &cido anhidrogalacturénico, obser-
véndose la correspondencia existente entre la disminucién de tex-

tura y el porcentaje presente de dicho dcido,.

La composicién péctica de la pulpa del pimientd no sufre gran-
des alteraciones ni durante el pelado ni en la posteriof fermenta-
cién y conservacidén, cuando en las distintas etapas del procesc de
elaboracién existe un control adecuado. Sin embargo, en frutos que
han sufrido fendmenos de ablandamiento, se ha puésto'de manifiesto
que la pérdida de textura va acompafiada de un acusado descensoc en
el contenido en &cido anhidrogalacturdnico, porcentaje de esteri-

ficacidén y porcentaje de acetilos.

"En la aceituna Hojiblanca se ha estudiado la evolucién de los
materiales pécticos con diversos factores que pueden afectar la

calidad del producto final obtenido en la industria del aderezo.
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Entre ellos, es de importancia el estado de madurez en que se
recolecta el fruto ya que con la maduracién el contenido en &cido
anhidrogalacturdnico, siempre superior en la pulpa gque en la piel,
disminuye progresivamente. También el grado de esterificacidn, que
por el contrario es superior en la piel, disminuye durante dicho
proceso de maduracién llegando a desaparecer totalmente en la acei-

tuna excesivamente madura,

Un descenso anélogo en el porcentaje en &cido anhidrogalactu-
rénico, acompariado de una total desesterificacién de la pectina,
ocurre igualmente durante la fermentacién cuando la textura del

producto final obtenido es deficiente.

Otro factor que altera considerablemente la composicién péc-
tica es la conservacidn prolongada de los frutos en trojes, durante
la cual el grado de esterificacién de los grupos carboxilos llega
a hacerse cerp dentro de los doce primeros dias, mientras que, por
el contrario, el porcentaje de acetilos experimenta un sensible..

aumento,

La investigacién realizada sobre las enzimas que pueden alte-
rar la composicién de estas sustancias pécticas comprende, en pri-
mer lugar, el estudio de la actividad de pectinesterasa en el pi-
miento y en distintas variedades de aceituna. Por lo gue al pimien-
to empleado para el relleno de aceitunas se refiere sn todas las
muestras analizadas, con distinto grado de desarrollo de color,
cuando se detecta actividad es siempre en frutos précticamente
inaceptables o de escasa calidad para la industria del aderezo,

bien por su baja textura bien por su deficiente color.
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En aceitunas, la actividad de pectinestarasa se ha investiga-
do en las variedades Gordal, Manzanilla, Lechin y Hojiblanca en
distintos estados de madurez. Mientras que en las tres primeras
variedades antes mencionadas la actividad de la enzima es précti-
camehte despreciable en todas las "Fases‘de la maduracidn, en la
Hojiblanca es notablemente més elevada cuando se encuentra madu-
ra. Por ello se ha profundizado en su estudio para comprobar la
influencia de diversos factores‘que pueden incidir en esta acti-
vidad., Asi, con la maduracidén se incrementa la concentracidn de
pectinesterasa en una primera etapa hasta alcanzar un méximo y a
partir de 61, cuando la madurez progresa y la textura disminuye,
va decreciendo hasta anularse précticamente en la aceituna sobre-

madura,

.

Otro aspecto de gran interés es la evolucién de la actividad
de pectinesterasa con el tiempo de conservacidn, puesto gue con
frecuencia la elaboracidn de los frutos no se realiza}inmediatamente
despusds de la recoleccién. En aceitunas recogidas directamente del
arbol y conservadas en cémara a 152 C se observa una primera etapa
de incremento en la actividad, que desciende posteriormente de
forma paulatina. Sin embargo, cuando se parte de frutos previa-
mente'almacenadas en fabrica la actividad de pectinesterasa dis—
minuye progresivamente durante la consérvacién a 152 C, posiblemen-—
te por haber transcurrido la fase inicial antes de la recogida de

las muestras.

Durante la conservacién de la aceituna en trojes se ha compro-
bado igualmente una disminucién de la actividad de esta enzima pa-

ralelamente al descenso del contenido en ésteres antes estudiado.
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Como purificacién de la pectinesterasa se ha utilizado la dié-
lisis quedando 1la enzimé de aceituna Hojiblanca durante esta opera-
cién en la fraccién sobrenadante lo que permite separarla de otras

sustancias que precipitan en ausencia de sales.

El estudio detallado sobre la influencia del valor de pH, rea-
lizado en la zona comprendida entre 4,5 y 7,5 unidades, ha demostra-
do que la actividad se incrementa con el aumento de pH y es muy re-
ducida en el intervalo considerado mis idéneo para la fermentacidn,

entre 4,5 y 5,0 unidades aproximadamente.

En cuanto al clorurc sdédico presenta, a un pH de 7,5 unidades,
un marcado efecto inhibidor de la actividad, moderado para bajos ni-

veles de sal y m4s acentuado cuando se alcanza un 6,0 % de la misma.

En relaciénAcon la actividad de la enzima poligalacturonasa,
en todas las muestras de pimiento investigadas los resultados han
sido negativos, lo gque concuerda con las pequefias variaciones que
el contenido en pectinas y su composicién experimentan durante la

elaboracién de estos frutos como se viéd anteriormente.

En las aceitunas de la variedad Hojiblanca que, como ya se ha
indicado, frecuentemente presentan graves problemas de ablandamien-
to en su preparacién como negra al natural en salmuera, se ha in=-

vestigado la influencia de diversos factores sobre estea enzima.

Por lo gque respecta al estado de madurez del fruto, al avanzar
éste se incrementa la actividad de poligalacturonasa, y asi, mien-
tras en la aceituna r@colectada verde o durante el envero no se de-
tectavprécticamente la presencia de esta enzima, su concentracidn
se incrementa sucesivamente para los frgtos maduros y sobremaduros,

empleados comunmente durante la fermentacién.
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De modo andlogo al estudio realizado en el caso de la pec-
tinesterasa se ha investigado la influencia del tiempo de almacena-
miento, observéndose que con su prolongacidn, en muéstras con acti-
vidad de poligalacturonaa inicialmente moderada, ésta se incrementa
de forma paulatina. Las experiencias de didlisis realizadas han
puesto de manifiesto la existencia de dos isoenzimas diferentes de
la poligalacturonasa, posiblemente de distinta procedencia, de las
cuales una de ellas queda en el sobrenadante mientras la otra per-
manece insoluble en ausencia de sales. El efecto del valor de pH
se ha investigado, entre 3,5 y 7,0 unidades, tanto en extractos
brutos de poligalacturonasa como en las fracciones obtenidas por
didlisis. E1 valor dptimo, para los extractos de poligalacturona-
sa, estd alrededor de 6,0 unidades y si bien las soluciones enzi-
m&ticas son activas incluso a un pH de 3,5 unidédes, a este valor
la actividad se reduce a meﬁos del 50 % de la que presenta a dicho

6ptimo,

El estudio sobre la influencia del pH realizado con las frac-
ciones de precipitédo y sobrenadante obtenidas por didlisis rati-
fica la existencia de dos isoenzimas diferentes que tienen distin-
tas propiedades. Asi, mientras la que precipita durante la didli-
sis tiene su dptimo a un pH de alrededor de 4,0 unidades, la del
sobrenadante lo posee a 6,0 unidades aproximadamente, que coinci-
de por tanto con el obtenido anteriormente para los extractos glo-
bales sin dializar; este hecho parece demostrar una mayor impor-
tancia cuantitativa de esta Gltima enzima en las condiciones de

medida empleadas.



- 101

La actividad de los extractos brutos de poligalacturonasa
a un valor de pH de 4,0 unidades, disminuye répidamente con la
concentracién de cloruro sédico que al 8,0 % la reduce hasta un
5,0 % de su valor original. El mismo efecto fuertemente inhibidor
posee la sal, al pH antes mencionédo, sobre la isoenzima del pre-
cipitado obtenido por di&lisis. Sin embargo, la poligalacturonasa
del sobrenadante muestra un comportamiento muy diferente segln
el valor de pH elegido péra su esfudio ya que mientraé a pH‘4,Q
es rédpidamente inhibida por el éloruro sédico; a su pH 6ptimo, de
6,0 unidades, es mucho més resistente a la iﬁﬁibicién e‘incluso'

 para un 8,0 % de sal conserva mas del 50 % de su actividad.

Caraéteriéadaé en sus propiedades las isoenzimas de la po-
ligalacturpnasa presentes en la aceituna HoJjiblanca madura, se ha
abordado el estudio de los inhibidores naturales gque pudieran
existir en este fruto. Para ello se han realizado experiencias
utilizando soluciones acucsas de dichos frutos obteniéndose por-
centgjes de inhibicién de alrededor del 10 % a pesér de la fuerte
dilucién respecto a la concentracidn inicial en la pulpa. La exis-
tencia de estos inhibidores naturales se ha confirmado también
dializando extractos brutos y alpechines que antes de esta ope-
racién no poseian précticamente actividad de poligalacturonasa
pero después de ella la preéentan tanto en lé fraccidn del sobre-
nadante como en la del precipitado; por tanto los inhibidofes pre-

sentes en el fruto, solubles en agua, deben poseer bajo peso mole-

cular,

Posteriormente para estudiar la naturaleza, competitiva
o no, de la inhibicidn se investiga la variacién gue experimenta

la actividad de poligalacturonasa con la concentracién de sustra—
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to en presencia y ausencia de inhibidor, Las lineas de regresidn,
obtenidas al representar el inversc del descenso en viscoSidad
frente a la inversa de la concentracién, nos permiten estaeblecer
el valor de la constante de Michaelis-lMenten y el porcentaje de
descénsb méximo en viscosidad as{ como la naturaleza de la inhibi-

cidn,

Las experiencias realizadas coﬁ la isdenzima del precipita-
do obtenido por didlisis demuestran que hara ella la inhibiﬁién“
es competitiva ya que ambas rectas de regresidn, obtenidas en pre-
sencia 'y ausencia de inhibidor, coinciden précticamente: sobre el
eje de ordenadas. Por el contrario la poligalacturonasa del sobree-
nadante en las experiencias de inhibicién se ajusta a un modelo

no competitivo.

Comparativamente esta isoenzima tiene un valor de la constan-
te de Michaelis inferior a la del precipitado lo que indica que
posee una mayor afinidad por el sustrato y por tanto una mayor

eficacia catalitica a bajas concentraciones de éste.

Por Gltimo, se ha investigado la actividad pectinolitica de
los diversos microorganismos gue pueden estar presentes. en los
productos estudiados. En el pimiento, de cuya fermentacidn las
levaduras son las Gnicas responsables, se han selecionado para
el estudio las especies mds representativas encontréndose que no
son prdductoras de enzimas pectinoliticas, al menos en las condi-

‘ciones ensayadas,

En las aguas de lgvado de la aceituna negra madura de la va-
riedad Hojiblanca se han aislado bacterias contaminantes Gram-

negativas y del género Bacillus cuyo caracter pectinolitico se
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ha puestp de manifiesto tanto por formacién de halo en geles péc-

ticos como por descenso en viscosidad.



7.~ CONCLUSIONES
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7.~ Conclusiones,

1.~ Se ha establecido el contenido y composicifn de las pecti-
nas, tanto en el fruto fresco como en el elaborado, para dos pro-
ductos espafioles de gran interés industrial y comercial: pimiento
empléado en el relleno y aceituna negra madura de la variedad Ho-

Jjiblanca.

2.~ El estudio comparativeo entre los métodos de carbazol y va=-
loracién ha puesto de manifiesto que el primero de ellos dé& erro-
res por exceso debido a la presencia de azlcares neutros en el hi-
drolizado de pectinas mientras que el segundo, m&s reproducible,
proporciona una informacidén mds completa por lo qué se_ﬁa elegido

para el desarrollo de la investigacidn,

3.~ La pulpa del pimiento no sufre una gran alteracidén, en
cuanto a su cdmposicidﬁ péctica, durante el procesc de pelado,
manteniendo précticamente a lo largo de la fermentacién y conser-
vaCidn posterior el contenido inicial de dichos componentes, siem-
pre que la elaboracién Haya sido debidamente controlada. Sin embar-
go, si dicha conservacién no es la adecuada, el fruto, ademés de
tener una sensible pérdida de textura, sufre un acusado descenso
en el contenido en écido anhidrogalacturdnico, pcrcentajé de este-

rificacién y porcentaje de acetilos.

4,~ En la aceituna tanto el contenido en &cido anhidrogalac-
turdénico como el porcentaje de acetilos son siempre superiores en
la pulpa que en la piel. Por el contrarioc son las pectinas de la
piel las que presentan un grado de esterificacién notablemente

m4s elevado,
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5,- E1 contenido en pectinas de la pulpa decrece a medida que

avanza el estado de madurez del fruto.

Una marcha andloga se observa en el grado de esterificacidn,

gue llega incluso a anularse en la aceituna excesivamente madura.

6.— Cuando la textura se deteriora como consecuencia de una
elaboracién deficiente, los frutos experimentan un descenso en el
contenido en &cido anhidrogalacturénico y una desesterificacién
de los materiales pécticos, fendmenos semejantes a los observados

en el pimiento en mal estado de conservacidn,

7.~ La evolucién de estos mismos pardmetros de composicién,
durante el estudio del almacenamiento de aceitunas en trojes, de-
muestra la degradacisn progresiva con el tiempo de la cadena péc-

tica.

8.~ Las medidas de actividad de pectinesterasa realizadas en
extractos de pimientos rojos, tanto frescos como pelados, han da-

do siempre resultados negativos.

9.~ La presencia de la enzima pectinesterasa se ha investi-
gado en aceitunas de las variedades Lechin, Gordal, Manzanilla y

Ho jiblanca.

El estudio, realizado en distintos estados de madurez, de-
muestra que Gnicamente la HoJjiblanca presenta valores significa-
tivos de actividad, siendo ésta despreciable para las otras tres

variedades,

10.- En una primera etapa la actividad de pectinesterasa se
incrementa con la madurez, alcanzando un méximo que coincide,

aproximadamente, con el estado en gque tanto la textura como el
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' color del fruto son 6ptimos para la elaboracién como aceituna negra
al natural en salmuera. A partir de este momento la actividad de la
enzima decrece y llega a anularse totalmente en el fruto excesiva-

mente maduro,

11,- E1 tiempo de almacenamiento del fruto, una vez recolecta-
do, ejerce una influencia decisiva sobre la actividad de la enzima,
la cual aumenta en una primera fase decreciendo posteriormente, de
forma paulatina, hasta anularse por completo. Esta conducta es de

suma importancia a efectos de la elaboracidn.

12,~ Durante la didlisis de los extractos la pectinesterasa de
aceituna Hojiblanca madura no precipita y se mantiene por tanto en

la fraccién sobrenadante.

13.- La actividad de la enzima én la aceituna negra madura cre-
ce paralelamente con el pH dentro del intervalo comprendido entre
3,5y 7,5 unidades, alcanzando a éste (ltimo valor el méximo de ac~
tividad. En la zona considerada como mis iddnea para la fermenta-—

cién, entre 4,5 y 5,0 unidades, dicha actividad es muy reducida.

14,- E1 cloruro sédico presenta un efecto inhibidor sobre la
actividad de pectinesterasa, moderado para bajos niveles de sal y

acusado cuando se adiciona al sustrato un 8,0 % de la misma,

15,~ Los resultados negativos aobtenidos en lavinvestigacién
de la enzima poligalacturonasa en muestras de pimientos, con dis-
tinto grado de desarrollo de color, indican que este fruto no es

fuente de dicha enzima;

16.~ En la aceituna Hojiblanca recolectada verde o durante el

envero no se detecta prédcticamente la presencia de la enzima, mien-
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tras que su concentracidén toma valores crecientes para los frutos

maduros y sobremaduros, empleados comunmente en la fermentacidn.

17.- A un valor de pH de 4,0 unidadeé se observa que la acti-
vidad de poligalécturonasa, moderada inicialmente, se incrementa
répidamente al prolongarse el almacenamiento de los frutos, in-
cluso a temperatura controlada, lo que demuestra una vez més la
importancia del tiempo que transcurre desde la llegada del fruto

a Téabrica hasta su utilizacidén.

18.~ Las experiencias de didlisis han demostrado la existen—
cia de actividad de poligalacturonasa, tanto en el precipitado
como en el sobrenadante, debida a la preséncia de dos iscenzimas
diferentes, posiblemente de distinta procedencia, una de las cua-
les precipita en ausencia de sales mientraé;la otra permanece so-

luble.

19,- E1 valor de pH éptimo de los extractos de poligalacturo-
nasa se encuentra alrededor de 6,0 unidades. No obstante las solu-
ciones enzimédticas son activas incluso a 3,5 unidades, si bien en
este caso dicha actividad se reduce a menos del cincuenta por cien-
to. '

| 20.~'E1 estudio realizedo sobre la influencia del de pH'en
~ la actividad de las fracciones de precipitado y sobrenadante, ob-
tenidos por didlisis, demuestra que mientras que la primera de
ellas presenta su pH 6ptimo alrededor de 4,0 unidades, la segun-
da lo tiene a 6,0 unidades aproximadamente, lo cual confirma que
la actividad de poligalacturonasa de la aceituna sé debe a dos
isoenzimas diferentes, que si bien catalizan un mismo proceso po-

seen distintas propiedades.
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21.- E1 cloruro sédico tiene un efecto inhibidor, tanto sobre
los extractos globales de poligalacturonasa como sobre las isoen-
zimas separadas por diélisis, siendo m&s marcado este efecto para

la del sobrenadante a pH 4,0 que a su valor éptimo.

ODe esta observacién se concluye el importante papel que de-
sempefia el efecto combinado del cloruro sédico y del pH para evi-
tar la accién de la poligalacturonasa, si bien en la préictica pue-
den encontrarse dificultades para conseguir la aceidn conjunta: de
ambos factores, debido a la lenta difusidn de la sal hacia el in-

terior del fruto.

22.~ La existencia de inhibidbres néturales en la aceituna
Ho jiblanca madura, solubles en agua y de bajo peso molecular, se
ha puesto de manifiesto, tanto por experiencias con solucicnes
acuosas de los frutos, como por di&lisis de extractos brutos y
alpechines que, antes de esta operacién, no mostraban actividad
de poligalacturonasa y después la presentan tanto en el precipi-

tado como en el sobrenadante.

23.- Esta inhibicién ocurre para cada una de las isoenzimas
aisladas por un mecanismo diferente, competitivo para la del pre-

cipitado y no competitivo para la del sobrenadante.

24,- Las levaduras responsables de la fermentacién del pi-
miento no son productoras de enzimas pectinolfticas en las con-

diciones ensayadas.

25,- E1 estudio de la flora microbiana inicial, presente en
el fruto fresco de aceituna negra, indica que se encuentran bac-
- terias Gram-negativas y del género Bacillus que son productoras

de poligalacturonasa,
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