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1. Introduccion

1.1. EL AROMA DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN.

A diferencia de otros aceites vegetales, el aceite de oliva virgen se extrae por métodos
exclusivamente fisicos de frutos frescos (Alba, 1997), constituyendo un zumo natural de
notables caracteristicas nutricionales y organolépticas. Por no suffir refinacion, este aceite
conserva su aroma natural, uno de los parametros mas apreciados por sus consumidores.
Dicho aroma est4 formado por una compleja mezcla compuestos volatiles, entre los que
se encuentran aldehidos, ésteres, alcoholes, hidrocarburos y cetonas, que han sido separados
y caracterizados por GC-MS (Morales et al., 1994, Figura 1.1). De todos estos compuestos
los mas importantes cuantitativamente son aldehidos, alcoholes y ésteres de alcoholes de
seis atomos de carbono, los cuales dan cuenta de entre el 80 y el 90% del total de la
fraccion de volatiles del aceite (Olias ef al., 1980; Morales ef al., 1995; Ranalli y De
Mattia, 1997). Estos‘compuestos son comunes a otras especies y productos vegetales, y son
responsables de lo que se ha denominado "olor verde", por su presencia en alta proporcién
en homogenados de hojas frescas (Hatanaka, 1993).

Esta bien establecido por experimentos de marcaje que esta serie de substancias
volatiles se producen a partir de acidos grasos poliinsaturados a través de la cascada de
reacciones conocida como ruta de la lipoxigenasa (Hatanaka et al., 1987). Esta ruta se
induce con la rotura de los tejidos, implicando la accion de una serie de enzimas que
degradan los acidos grasos poliinsaturados (lipoxigenasa, hidroperoxido liasa), y otras que
modifican los productos de dicha degradacion (alcohol deshidrogenasa, alcohol
aciltransferasa). |

En el caso del aceite de oliva virgen esta ruta se activa durante la molienda de los
frutos y el batido de la pasta. Los volatiles asi producidos se incorporan posteriormente al
aceite confiriéndole su caracteristico aroma. De esta forma, el aroma de un determinado
aceite depende en gran medida de los niveles de actividad de las enzimas que componen la
ruta mencionada, los cuales cambian en funcion de parametros como la variedad o el estado
de maduracion de los frutos empleados en su elaboracion (Olias et al., 1980; Ranalli y De

Mattia, 1997) y las condiciones utilizadas en la extraccion del aceite (Angerosa et al, 1998)
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2(E)-hexenol —— —_— : i
3(Z)-hexenol I ———
hexanol

acetato de 3-hexenilo

acetato de hexilo
2(E)-hexenal
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3(Z)-hexenal —____

hexanal ;

"

Figura 1.1. Cromatograma de los volatiles del espacio de cabeza de un
aceite de oliva virgen extra cv. Arbequina (Morales et al,
1994).

1.2. RUTA DE LA LIPOXIGENASA EN PLANTAS.
GENERALIDADES.

La ruta de la lipoxigenasa constituye, junto a la o-oxidacién, B-oxidacion y ew-oxidacion una
de las cuatro posibles vias de degradacion de los acidos grasos que desarrollan los seres
vivos (Vick y Zimmerman, 1987). Esta ruta comienza con la introduccion de una molécula
de oxigeno en un acido graso poliinsaturado por accién de la enzima lipoxigenasa para
generar el correspondiente hidroperoxido (Galliard y Chan, 1980). En plantas, los
substratos de esta enzima son generalmente acido linoleico y acido linolénico que han sido
previamente liberados de los lipidos de membrana por accion de acil-hidrolasas (Burns et

al., 1980). Los hidroperoxidos producidos por la lipoxigenasa no se acumulan, sino que son
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Figura 1.2. Esquema general de la ruta de la lipoxigenasa.
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rapidamente degradados a través de diferentes vias para producir gran variedad de
compuestos que se denominan colectivamente oxilipinas. Las principales rutas de
degradacion de hidroperoxidos son las de la hidroperoxido liasa (Vick y Zimmerman, 1976),
que genera aldehidos volatiles y oxoacidos, la de la hidroperoxido dehidratasa (Song y
Brash, 1991), que produce el correspondiente 6xido de aleno, precursor de los jasmonatos,
y la de la epoxidasa (Bleé y Schuber, 1993), que da lugar a acidos grasos
hidroxiepoxidados, precursores de la cutina (Figura 1.2).

A lo largo de toda la historia del estudio de la ruta de la lipoxigenasa se ha
producido un claro desequilibrio entre las elucidaciones bioquimicas y estructurales
realizadas, y las encaminadas a establecer su rol fisiologico. En los ultimos afios las técnicas
de biologia molecular desarrolladas a lo largo de la década de los 80 han permitido realizar
un considerable avance en este ultimo campo, de forma que hoy parece claro que esta ruta
esta relacionada con la respuesta al dafio fisico y defensa contra insectos y patogenos
(Zimmerman y Coudron, 1979; Farmer y Ryan, 1992; Croft ef al., 1993; Scarpati et al.,
1993), regulacion del crecimiento vegetativo, (Parthier, 1991), y mediacién en las
respuestas a diferentes tipos de estrés relacionados con el acido absisico (Creelman ez al.,
1992; Jensen et al., 1997). Recientemente también se ha asociado a esta ruta con la

regulacion de la B-oxidacion en semillas oleaginosas en germinacion (Feussner et al., 1995).

1.3. RUTA DE LA LIPOXIGENASA Y BIOSINTESIS DE
VOLATILES.

Uno de los aspectos que hace interesante a la ruta de la lipoxigenasa desde un punto de
vista economico es ser la responsable de la biosintesis de compuestos presentes en el aroma
de gran numero de alimentos (Gardner, 1989b; Robinson et al., 1995), entre los cuales se
encuentra el aceite de oliva virgen.

La rama de la ruta de la lipoxigenasa indiscutiblemente implicada en la biosintesis
de compuestos volatiles es la de la hidroperdxido liasa. Esta enzima actiia escindiendo los
hidroperéxidos producidos por la lipoxigenasa en dos fragmentos carbonilicos (Vick y

Zimmerman, 1976), un aldehido volatil y un oxoacido no volatil. Dependiendo de la

4
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especificidad de substrato de esta enzima los aldehidos generados son de seis o nueve
atomos de carbono (Figura 1.2). En el primer caso dichos aldehidos dan lugar al llamado
olor verde, tipico de homogenados de hojas frescas (Hatanaka et al., 1993), en el segundo
caso originan el caracteristico aroma de frutos como el pepino o la pera (Phillips y Galliard,
1978, Kim y Grosh, 1981). Los aldehidos producidos por la hidroperoxido liasa son
susceptibles de transformacion, generandose una amplia variedad de compuestos volatiles
a partir de ellos. El cambio mas directo lo experimentan los 3(Z)-enales producidos a partir
del acido linolénico, los cuales pueden isomerizarse a sus correspondientes 2(E)-enales por
accion de una enal- isomerasa (Phillips ef al., 1979) o de un factor de isomerizacion no
proteico (Hatanaka et al., 1989). A continuacion los aldehidos pueden ser reducidos a sus
correspondientes alcoholes por mediacion de las alcohol deshidrogenasas presentes en los
tejidos de la planta (Yamashita ef al., 1976). Los alcoholes ast producidos forman también
parte del olor verde, siendo de especial importancia el 3(Z)-hexenol o alcohol de hoja.
Finalmente, los alcoholes pueden reaccionar con acil-CoAs en un paso catalizado por la
enzima alcohol aciltransferasa, para formar los correspondientes ésteres. Esta reaccion se
da tipicamente en ciertos frutos como el platano o la fresa (Harada et al., 1985; Pérez et al.,
1993) asi como en ciertas variedades de levadura (Minetoki ef al., 1993), generando los

ésteres que forman parte de su aroma caracteristico.

1.4. ACIL-HIDROLASAS.

Los experimentos de marcaje realizados con precursores radiactivos indican que los
aldehidos volatiles de seis atomos de carbono que dan lugar al olor verde, se producen a
partir de acidos grasos poliinsaturados libres (Hatanaka y Harada, 1973; Galliard y Phillips,
1976). Sin embargo la mayor parte de los acidos grasos poliinsaturados que se hayan en
plantas no se encuentran en estado libre, sino formando parte de lipidos de membrana
(fosfolipidos, glicolipidos) o de reserva (triacilgliceroles). De esta forma, para que dichos
acidos grasos puedan ser metabolizados a través de la ruta de la lipoxigenasa han de ser
previamente liberados de los glicerolipidos por accion de acil-hidrolasas, grupo de enzimas
que incluyen a las lipasas, fosfolipasas y galactolipasas.

Estudios de la fraccion lipidica tanto de hojas como de frutos durante la rotura de
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tejidos han demostrado que se activan enzimas hidroliticas que liberan fragmentos acilicos
de las diferentes especies de glicerolipidos. En el caso de las hojas de té, después de
homogeneizar durante 3 minutos mas del 50% de los acidos linoleico y linolénico fueron
hidrolizados de los glicerolipidos, principalmente de la fraccion neutra de los mismos,
apareciendo simultaneamente un fuerte olor verde (Hatanaka ez a/., 1976b). En el caso de
los frutos de pepino se produjo un comportamiento similar, liberandose el 25% de los
acidos grasos esterificados después de 30 minutos de homogeneizacion de su pulpa, con una
clara disminucion en el contenido de galactolipidos, fosfolipidos y triacilgliceroles (Galliard
etal., 1976). En ningin caso se observé incremento de la fraccion de acidos grasos libres,
indicando asi una rapida metabolizacion de los mismos.

Dentro de las acil-hidrolasas, las mas estudiadas en plantas son las lipasas (Huang,
- 1987; Henderson y Osborne, 1991), enzimas que hidrolizan triacilgliceroles. Otras acil-
hidrolasas muestran especificidad por fosfolipidos o galactolipidos (Burns e al., 1980) o
por ambas clases simultaneamente dependiendo de la fuente (Hirayama ef al., 1975). La
especificidad doble de una misma acil-hidrolasa también se ha observado para la hidrolisis
de sulfolipidos y galactolipidos (Burns et al., 1977).

En el caso de la aceituna, a pesar de ser un fruto con un alto contenido en
triacilgliceroles, no cabe esperar que éstos suministren los acidos grasos necesarios a la ruta
de la lipoxigenasa debido a su bajo contenido en poliinsaturados. En consecuencia, los
substratos para esta ruta deben de provenir de su fraccion de lipidos polares, rica tanto en
acido linoleico como en acido linolénico (Vioque y Maza, 1973; Mancha, 1974). Asi, en
experimentos realizados con extractos crudos de pulpa de aceituna, ésta mostro tanto
actividad lipasa como fosfolipasa (Olias ez al., 1993). En dichos experimentos se incubaron
los extractos de aceituna con triacilgliceroles procedentes de aceite de oliva y con
fosfolipidos de soja, siendo liberados en el segundo caso una alta proporcion de acidos
grasos poliinsaturados, demostrandose asi que la pulpa de aceituna posee las enzimas

necesarias para suministrar substratos especificos a la ruta de la lipoxigenasa.
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Figura 1.3. Oxidacion de 4cidos grasos poliinsaturados catalizada por
la lipoxigenasa.

1.5. LIPOXIGENASA.

La lipoxigenasa (linoleato:oxigeno oxidorreductasa, EC 1.13.11.12) cataliza la introduccion
de una molécula de oxigeno en el grupo 1(Z),4(Z)-pentadieno de un acido graso
poliinsaturado (linoleico o linolénico), para producir el correspondiente hidroperoxido. La
molécula de oxigeno puede introducirse en las posiciones 13 o nueve de dichos acidos
grasos, transcurriendo la reaccién con la migracion y conjugacion del doble enlace del
carbono atacado, que adopta la configuracién E al final de la reaccion. Por otra parte, el
carbono que recibe la nueva funcion oxigenada se transforma en un centro quiral, que
adopta la configuracion S (Figura 1.3).

La lipoxigenasa (LOX), es la enzima mas estudiada dentro de la ruta que lleva su
nombre, habiéndose publicado hasta la fecha mas de 50 revisiones sobre la misma
(Hildebrand, 1989; Siedow, 1991; Gardner, 1991; Vick, 1993). Esta enzima fue puesta de

manifiesto por primera vez hace mas de 60 afios (André y Hou, 1932), cuando se observo
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que extractos proteinicos de semillas de soja catalizaban la oxidacion de lipidos
dependiente de oxigeno molecular. Mas tarde se establecié que dicha actividad era capaz
de producir la degradacion de carotenos, con lo que se la denominé caroteno oxidasa
(Sumner y Sumner, 1940), nombre que pasaria al mas general de lipoxigenasa que ha
llegado a nuestros dias. La caracterizacion de los productos de esta enzima fue llevada a
cabo durante las décadas de los 40 y 50 (Privett et al., 1955), purificaindose y
cristalizandose por primera vez en 1947 (Theorell, 1947). En los afios 70 se determiné la
presencia de un atomo de hierro no heminico en su molécula (Chan, 1973; Roza y Francke,
1973), se separo la primera serie de isoenzimas a partir de semillas de soja (Axelrod, 1974),
y se comenzo el estudio de su mecanismo de reaccion, el cual no se veria completado hasta
mediados de la siguiente década (Veldinck, et al.1977; Gardner, 1989). Durante este
periodo cabe sefialar el descubrimiento y desarrollo de la ruta de la LOX en mamiferos
(Nugteren, 1975; Schewe et al., 1975), donde participa en la biosintesis de compuestos con
actividad reguladora de gran importancia fisiolgica como los leucotrienos, tromboxanos,
prostaglandinas y prostaciclinas. A finales de los 80 se determin6 la estructura primaria de
la LOX-1y LOX-2 de soja (Shibata et al., 1987, 1988), comenzandose el estudio de sus
estructuras terciarias por técnicas cristalograficas a principio de los 90 (Steczko et al.,
1990; Stallings, 1990). En los ultimos afios se han clonado y secuenciado los
correspondientes genes de especies vegetales como Arabidopsis thaliana (Bell y Mullet,

1993), tomate (Ferrie ef al., 1994) y patata (Royo et al., 1996).

1.5.1. Otros productos y reacciones.

Aunque los hidroperdxidos representen el producto mayoritario de la enzima LOX, ésta
también es capaz de generar simultaneamente otros productos, tales como cetodienos,
dimeros de acidos grasos, pentano u oxoacidos, sobre todo en condiciones anaerobias
(Garssen et al., 1971; 1972). Otra reaccion tipica de la LOX es la cooxidacion de carotenos
y otros pigmentos en presencia de acidos grasos poliinsaturados, que la hacen 1til como
blanqueador alimentario (Vick y Zimmerman, 1987).

Desde el punto de vista de la biosintesis de volatiles la reaccion secundaria mas

importante de esta enzima es la lisis de los 13-hidroperéxidos del 4cido linolénico, reaccion
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Figura 1.4. B-Escision del acido 13-hidroperoxilinolénico catalizada
por la lipoxigenasa.

que conlleva la produccién de un oxoacido de 13 y un alcohol de cinco atomos de
carbono (4cido 13-0x0-12,9-tridecadienoico y 2-pentenol o1-penten-3-ol; Figura 1.4). Esta
reacciOn fue observada por primera vez en cotiledones de semilla de soja, siendo atribuida
a una nueva forma de hidroperdxido liasa de mecanismo homolitico (Kondo ef al., 1995),
semejantes a las existentes en microalgas (Vick y Zimmerman, 1989; Andrianarison et al.,
1989). Posteriormente se demostrd que esta reaccion era producida por mediacion de la

LOX-1, presente en alta proporcion en la semilla de soja (Salch ef al., 1995).

1.5.2. Fuentes de lipoxigenasa, distribucion en el reino vegetal y
clasificacion.

A principios de la década de los 70 se habia confirmado la presencia de LOX en 40 especies
vegetales diferentes (Pinsky ef al., 1971), nimero que se vio prontamente ampliado en
trabajos posteriores (Axelrod, 1974; Eskin et al., 1977). Desde entonces se ha aceptado la
ubicuidad de esta enzima dentro del reino vegetal, de forma que su ausencia en una
determinada especie se asocia a un método inadecuado de ensayo de actividad.

La LOX es especialmente abundante en semillas leguminosas, de forma que en gran

9
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parte de los trabajos realizados se han usado estas especies como fuente de enzima. A partir
de cotiledones de semilla de soja fueron purificadas 4 isoenzimas de LOX (Axelrod, 1974),
que se denominaron LOX-1, LOX-2, LOX-3a, LOX-3b. Las dos tultimas, al ser muy
similares se denominan conjuntamente LOX-3. Las isoformas purificadas muestran
caracteristicas marcadamente diferentes; asi la LOX-1 exhibe un pH o6ptimo de 9,0,
mostrando especificidad para la produccion de 13-hidroperdxidos (85%), mientras que las
formas LOX-2 y LOX-3 presentan un pH o6ptimo de actividad entre 6,5 y 7,0, produciendo
13- y 9- hidroperoxidos en igual proporcion. Su comportamiento en relacion con la
produccion de compuestos secundarios y cooxidacion de pigmentos es también diferente.
De este modo, la LOX-3 es la mas activa en este aspecto tanto en condiciones aerobias
como anaerobias, la LOX-1 produce reacciones secundarias sélo a bajas concentraciones
de oxigeno y finalmente la LOX-2 exhibe bajas producciones de compuestos secundarios
en cualquier condicion (Ramadoss et al., 1978).

Aparte de las semillas de soja se han purificado series similares de isoenzimas a
partir de diversas fuentes tales como otras semillas, tubérculos, raices y frutos (Galliard y
Chan, 1980). Las isoformas de LOX purificadas a partir de cotiledones de semillas fueron
proteinas globulares, solubles. En otras fuentes como hojas, brotes o frutos aparecieron
formas de LOX asociadas a la fase particulada (Hatanaka et al., 1987, Feussner y Kindl,
1994; Droillard et al., 1993).

La clasificacion de LOXSs vegetales reportada mas recientemente se basa en criterios
estructurales no enzimologicos derivados de sus secuencias de aminoacidos (Shibata et al.,
1994). De esta forma, las LOX se dividen en dos familias bien diferenciadas llamadas Lox
-1y Lox-2. Las del primer tipo son las mas frecuentes, caracterizandose por mantener entre
ellas un alto grado de homologia. En las enzimas del tipo Lox- 2 el grado de homologia es
mucho menor, diferenciandose ademas por poseer un péptido de transito hacia el

cloroplasto.

1.5.3. Distribucion de la Lipoxigenasa entre los érganos de la planta.

Los estudios de distribucion de LOX, tanto a nivel de 6rganos como a nivel subcelular se

han llevado a cabo en diversas especies con el objeto de obtener informacion que permita
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dilucidar su rol fisiologico. En los estudios a nivel de 6rganos se han obtenido muy pocas
conclusiones debido a la gran ubicuidad mostrada por la enzima. Asi, la LOX ha sido
detectada por medidas directas de actividad en gran variedad de 6rganos vegetales como
semillas, hojas, raices frutos y flores (Galliard y Chan, 1980). Su proporcion en éstos
cambi6 en funcion de la especie y estado de desarrollo de la planta estudiada (Pinsky, 1971,
Vick y Zimmerman, 1976).

1.5.4. Distribucion subcelular.

La distribucion subcelular de la actividad LOX varia en funcion del 6rgano estudiado, asi
en ¢l caso de hojas verdes se ha reportado en distintos estudios una alta actividad asociada
a cloroplastos. Esto fue descrito por primera vez para hojas de brotes de trigo (Douillard
y Bergeron, 1978), donde el 60% del total de la actividad LOX se hallo asociada a la
fraccion de tilacoides. Al separar dicha fraccion en un gradiente de densidad se encontro
que la mayor parte de la actividad no coincidia con las membranas ricas en clorofila, por lo
que se consider6 a la LOX asociada a las membranas no verdes de tilacoides inmaduros.
Mas recientemente, estudios realizados con cloroplastos de hoja de espinaca y proplastos
de inflorescencia de coliflor concluyeron que dicha actividad se encuentra tanto en las
cubiertas membranosas como en los tilacoides de los mismos, hallandose ademas una forma
soluble en el estroma (Bleé y Joyard, 1996; Blée, 1998). Por otra parte, la LOX asociada
a cloroplastos ha sido reportada también para frutos, como es el caso de la LOX unida a la
fase particulada de fruto de tomate (Bowsher et al., 1992). En tejidos no fotosintéticos la
LOX ha sido detectada en el citoplasma, vacuolas, lisosomas y mitocondrias (Wardale y
Galliard, 1977, Wardale y Lambert, 1980).

Los estudios de localizacion subcelular han tomado importancia en los ultimos afios
debido al descubrimiento de una forma de LOX que se expresa en los cuerpos grasos de los
cotiledones de semillas de pepino en germinacion (Feussner ef al., 1996), la cual podria
estar directamente relacionada con la regulacion de la B-oxidacién de acidos grasos

poliinsaturados en dichas semillas.
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1.5.5. Especificidad de substrato.

Como se ha mencionado anteriormente, la LOX reconoce la secuencia 1(Z), 4(Z)-
pentadieno de los acidos grasos poliinsaturados, aunque también se muestra activa con la
1(E), 4(Z)-pentadieno (Funk e al., 1987). Estudios destinados a dilucidar la naturaleza de
la interaccion entre el sitio activo de la enzima y su substrato investigaron el efecto sobre
la actividad de oxidacion de la LOX-1 de soja del alargamiento o acortamiento de la cadena
de metilenos de los acidos linoleico o linolénico, tanto en el extremo carboxilico como en
el alilico (Hatanaka, 1993). Los substratos alargados o acortados por el extremo carboxilico
mostraron un rango de especificidad muy amplio, de forma que la actividad se incremento
progresivamente desde el substrato de 12 atomos de carbono, alcanzando un méaximo en
el de 20, a partir del cual nuevos alargamientos hicieron disminuir la actividad. Por el
contrario la elongaciéon o acortamiento de los substratos en el extremo metilo terminal
provocaron una drastica caida de la actividad, de manera que en este lltimo experimento
la enzima se mostré practicamente especifica para los substratos de 18 atomos de carbono.
Estos resultados indican que la union del substrato a la enzima depende en mayor medida
de la interaccion hidréfoba con el extremo metilico terminal de la molécula de acido graso
que con el grupo carboxilico. Este hecho hace que la LOX-1 de soja sea capaz de usar
como substrato acidos grasos poliinsaturados unidos a glicerolipidos (Kondo et al., 1993).
De esta manera, dicha enzima se muestra activa para la peroxidacion de acido linoleico
unido tanto a acilgliceroles (monolinoleina, dilinoleina y trilinoleina) (Piazza et al., 1996)
como a fosfolipidos (fosfatidilserinas, fosfatidilcolinas y fosfatidiletanolaminas) (Piazza y
Nufiez, 1995). La actividad registrada dependid en gran medida del tensioactivo utilizado
para solubilizar el substrato, siendo la sal biliar deoxicolato el que proporcioné los mayores
niveles de actividad. Por lo general la actividad mostrada por la LOX para oxidar
glicerolipidos fue menor que para el acido linoleico libre, excepto en el caso de la
monolinoleina.

La capacidad para oxidar acidos grasos poliinsaturados unidos a lipidos complejos
ha sido descrita también para LOXs de otras fuentes como la de cotiledones de semilla de
pepino (Matsui y Kajiwara, 1995) o la de brotes de cebada (Holtman et al., 1996), todas

ellas formas solubles de esta enzima. En el caso de formas unidas a membrana se han
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realizado experimentos con LOX de microsomas de tomate, encontrandose actividades muy
bajas o nulas en contraste con la forma soluble de LOX procedente del mismo fruto, que
fue activa para la oxidacion de fosfolipidos (Todd et al., 1990; Droillard et al., 1993). Estos
datos apuntan a que la interaccion con el substrato de la LOX unida a membrana podria ser
diferente a la de la forma soluble.
Por otra parte, dependiendo de la fuente y origen del enzima las LOXs muestran
diferente especificidad por los acidos grasos poliinsaturados mas comunes en vegetales, el
linoleico y el linolénico. Por lo general las LOXs procedentes de semillas muestran
preferencia por el acido linoleico, como es el caso de la lenteja (Hilbers et al, 1995),
garbanzo (Sanz et al.,1992) o guisante (Yoon y Klein, 1979), mientras que sus analogas
procedentes de hojas o frutos son mas activas con acido linolénico, como viene a ser el caso

de la manzana (Kim y Grosh, 1979), berenjena (Grossman et al., 1971) u hojas de té
(Hatanaka et al., 1979).

1.5.6. Regioespecificidad.

Los productos del ciclo aerobio de reaccion de la LOX son 13- o 9-Z E-hidroperdxidos de
los acidos linoleico o linolénico. La mayor parte de las LOXs muestran preferencia para la
produccién de un determinado isdmero, habiendo sido reportada la especificidad de
distintas isoformas de esta enzima para gran niimero de especies vegetales (Galliard y Chan,
1980). La regioespecificidad puede verse afectada por parametros como el pH; asi la LOX-

1 de soja se hace menos especifica para la produccion de 13-hidroperdoxidos a pHs menores

que 9,0 (Gardner, 1989).
1.5.7. Parametros cinéticos.

Trabajos previos en los que se estudiaron sistematicamente las cinéticas resultantes de la
LOX-1 de soja a diferentes concentraciones de substrato, concluyeron que la velocidad de
reaccion aerobia de esta enzima era dependiente de la concentracion de linoleato no micelar
presente en el medio (Galpin y Allen, 1977).

De esta manera, las cinéticas resultantes de una determinada forma de LOX

13
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dependen del estado de agregacion micelar de las moléculas del correspondiente acido graso
empleado como substrato, parametro que puede varar en gran medida en funcion de la
temperatura, el pH, la presencia de tensioactivos y de la misma concentracién de acido
graso. Esto implicaria que los parametros cinéticos resultantes de medidas de LOX in vitro
representan valores relativos, de escaso significado fisiologico.

Este hecho explica ademas la gran variabilidad en los valores de Km que a menudo
se encuentra en los trabajos publicados para una misma forma de LOX. Asi, para la LOX-1
de soja se reportan valores de Km desde 20 uM (Galliard y Chan, 1980) hasta 1 mM
(Tappel, 1962), siendo esta variabilidad incluso mayor en el caso de la forma soluble de la
LOX de tomate para la que se han publicado valores de Km desde 0,015 uM (Bonnet y
Crouzet, 1977) hasta 1,4 mM (Zamora et al. ,1987).

1.6. HIDROPEROXIDO LIASA.

La enzima hidroperoxido liasa (HPL) cataliza la lisis del enlace situado entre el carbono
portador de la funcion hidroperoéxido y el doble enlace de configuracion E de los 13(S)- o
9(S)- hidroperoxidos de los acidos grasos poliinsaturados. Los productos de la lisis son un
aldehido volatil de seis o nueve atomos de carbono y un oxoacido no volatil de nueve o 12
atomos de carbono, en funcion del substrato utilizado (Figura 1.5).

La formaci6n de aldehidos volatiles a partir de los acidos grasos linoleico o linolénico por
parte de homogenados vegetales fue descrita por primera vez a mediados de los 60
(Drawert et al., 1966). Posteriormente se establecié que el sistema que generaba estos
compuestos requeria oxigeno molecular (Fleming ef al., 1968), por lo que se propuso una
ruta enzimatica que implicaba la oxidacion de dichos acidos grasos por accion de la enzima
LOX, seguida de la lisis de los hidroperoxidos formados (Tressl y Drawert, 1973). La
enzima responsable de la rotura de los hidroperéxidos, la HPL, fue aislada y caracterizada
por primera vez por Vick y Zimmerman (1976) a partir de plantulas de semilla de sandia,
siendo descrita para gran numero de especies vegetales a lo largo de las décadas de los 70
y 80 (Phillips y Galliard, 1978; Hatanaka et al., 1987, Schreirer y Lorenz, 1982). Mas
recientemente fue purificada a homogeneidad a partir de hojas de té y frutos de pimiento

(Matsui et al., 1991; Shibata et al., 1995), demostrandose que la enzima es un homotrimero
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Figura 1.5. Lisis del 13- y 9- hidroperoxido del é4cido linolénico
catalizada por la hidroperéxido liasa.

constituido por subunidades de 55 Kda, asi como la existencia de un grupo hemo dentro de
su estructura (Shibata et al., 1995b). El gen que codifica esta enzima fue finalmente clonado
y secuenciado un afio después (Matsui ef al., 1996), siendo clasificada dentro de la familia
de las enzimas dependientes de citocromo P450.

Al igual que la LOX, esta enzima también ha sido relacionada con los mecanismos
de defensa, habiéndose demostrado recientemente que el gen que la codifica se induce como
parte de la respuesta de la planta a al dafio fisico (Bate e al., 1998). La HPL actiia dentro
de estos procesos dando lugar al precursor de la hormona traumatina (Zimmerman y
Coudron, 1979), que induce mecanismos de reparacion de heridas, y produciendo aldehidos
volatiles que funcionan como inhibidores del crecimiento de microorganismos patogenos

(Croft et al. , 1993) y como repelentes de insectos (Scarpati et al., 1993).
1.6.1. Distribucién dentro del reino vegetal.

Aligual que la LOX, la HPL puede considerarse una enzima distribuida ubicuamente dentro

del reino vegetal. Los estudios sistematicos de medida directa de actividad o de produccion
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de aldehidos de seis 4tomos de carbono a partir de acidos grasos poliinsaturados utilizando
diferentes fuentes (Hatanaka et al., 1978, Sekiya ef al., 1983), han concluido en la presencia
de HPL en todas la especies ensayadas, hallandose las actividades mas altas en las plantas
dicotiledoneas y las mas bajas en las monocotiledoneas y especies comestibles.

La HPL no se haya localizada en ningtin 6rgano determinado, habiendo sido medida
en frutos, semillas, brotes de semillas y hojas de diversas especies. En todos los casos se ha
mostrado como una enzima unida a membrana, que es preciso solubilizar con detergentes,
generalmente Triton X-100, para obtener la maxima actividad (Phillips y Galliard, 1978,
Vick y Zimmerman, 1987).

1.6.2. Distribucion subcelular.

Los estudios de localizacion subcelular se realizaron por centrifugacion diferencial de
extractos vegetales, seguida de separacion los diferentes precipitados en gradientes de
densidad, con posterior solubilizacién y ensayo de las fracciones obtentdas.

Los resultados difirieron en funcion del 6rgano estudiado, asi en el caso de la HPL
de hoja, toda la actividad se hall6 asociada a las membranas de los cloroplastos (Hatanaka
et al., 1982), mostrandose en trabajos mas recientes su localizacion en las cubiertas
membranosas de los mismos (Bleé y Joyard, 1996). En el caso de los frutos la situacion fue
diferente, encontrandose una distribuciéon mucho mas ubicua de la enzima. Asi, en pulpa
de frutos de pepino esta enzima fue detectada en membranas plasmaticas, reticulo
endoplasmatico y aparato de Golgi, asi como en las membranas cloroplasticas del pericarpo
(Wardale et al., 1978). Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos para cultivos
celulares de la planta de tabaco, en los que aparecen dos formas de HPL, una asociada a
organulos no fotosintéticos, presente en cualquier condicion de cultivo, y otra asociada a

cloroplastos que se induce con la luz (Sekiya et al., 1984).

1.6.3. Especificidad de substrato.

Las HPLs se caracterizan por poseer una especificidad de substrato estricta, de manera que

las formas de estas enzimas existentes en el reino vegetal pueden clasificarse en dos grupos,
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segun utilicen 13(8S)-E,Z-hidroperoxidos o 9(S)-E,Z-hidroperoxidos como substrato. Las
primeras son las méas comunes, siendo las responsables de la produccion de los volatiles de
seis atomos de carbono que dan lugar al olor verde (Hatanaka et al., 1987). Las segundas
solo se hallan en ciertos frutos como el pepino, el mel6n o la pera, generando los aldehidos
de nueve atomos de carbono que les confieren su caracteristico flavor (Galliard et al.,
1976b, Kim y Grosh, 1981). En algunas fuentes, como los frutos de pepino, HPLs
parcialmente purificadas fueron capaces de la producir la lisis tanto de 13- como de 9-
hidroperéxidos (Phillips y Galliard,1978), por lo que se sugirio la posibilidad de una HPL
de especificidad doble, posibilidad posteriormente descartada al demostrarse que dicha
actividad era debida a dos HPLs de diferente especificidad (Matsui ef al., 1989).

Por otra parte, al igual que en el caso de la LOX, el extremo carboxilico de la
molécula de substrato juega un papel secundario en la catalisis por HPL. Asi, cuando se
ensayo la actividad usando HPL purificada de hojas de té con hidroperoxidos de diferentes
longitudes de cadena, que mantenian la misma estructura en el extremo metilo terminal que
los 13- hidroper6xidos naturales, se obtuvo un rango amplio de especificidad, con un
maximo de actividad con el substrato de 22 atomos de carbono. De esta manera, la misma
HPL resultd también activa con 13-hidroperoxidos de compuestos con funciones distintas
al grupo carboxilo, como el linoleil-alcohol, linoleil-aldehido o el éster metilico del acido
linoleico (Hatanaka ez al., 1987 ).

La especificidad de las HPLs por hidroperdxidos derivados de acido linoleico o
linolénico varia segun la fuente de enzima. Asi, en los trabajos realizados con hojas y frutos
se encuentra generalmente una preferencia muy acusada por los hidroperoxidos del acido
linolénico. De esta forma en el caso de las HPLs de hojas de té y frutos de pimiento la
actividad con el acido 13-hidroperoxilinolénico es unas 10 veces mayor que para el acido

13-hidroperoxilinoleico (Matsui ef al., 1991; Shibata et al., 1995).

1.6.4. Parametros cinéticos.

Las HPLs exhiben cinéticas tipicas de saturacion, que se ajustan al modelo de Michaelis-
Menten. Los valores de Km obtenidos para enzimas purificadas de distintos frutos son del

orden micromolar (Shibata et al., 1995, Phillips y Galliard, 1978, Schreirer y Lorentz,
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1982). En el caso del pimiento los valores de Km mas bajos se midieron para el acido
13(S)-E,Z-hidroperoxilinolénico siendo de aproximadamente 10 pM respectivamente para
cada isoforma purificada. Los valores de Km para el acido 13(S)-E,Z-hidroperoxilinoleico
fueron de 20 pM.

En plantulas de soja la situacion es diferente, midiéndose valores de Km mayores
y con orden invertido respecto al substrato de mayor afinidad. Asi para los acidos 13(S)-
E,Z-hidroperoxilinoleico y 13(S)-E,Z-hidroperoxilinolénico los valores de Km fueron 55
y 160 uM respectivamente (Olias ef al., 1990). Este dato parece indicar que las
caracteristicas de las HPLs se amoldan a los substratos de los que dispone segun la especie,

mostrando mayor afinidad por los hidroperoxidos de los acidos grasos mas abundantes en

cada una.

1.7. ISOMERIZACION DE ENALES.

Los 2(E)-enales son compuestos de gran importancia cuantitativa tanto dentro del llamado
olor verde de hojas frescas (2(E)-hexenal) como en el tipico aroma del pepino o la pera
(2(E)-nonenal, 2(E)- 3(Z)-nonadienal) (Hatanaka ef al., 1987, Galliard y Phillips, 1976).
Experimentos de marcaje con acido [U-"*C]-linolénico usando homogenados de hojas
frescas o pulpa de frutos de pepino concluyeron que estos compuestos no se formaban
directamente a través de la lisis de los 13- o0 9- hidroperoxidos sino que eran producidos via
3(Z)-enales a través de un paso de isomerizacion (Galliard ef al., 1976b; Hatanaka et al.,
1976).

La etapa de isomerizacion de los 3(Z)-enales es la menos estudiada dentro de la ruta
de la LOX, debido principalmente a las dificultades que conlleva la preparacion de
substratos adecuados para su estudio. A pesar de ello, los trabajos publicados han creado
cierta controversia sobre la naturaleza de esta etapa, al haberse descrito vias tanto
enzimaticas como no enzimaticas de isomerizacion. De este modo, Phillips et al., (1979)
caracterizaron una enzima que catalizaba la isomerizacion de los 3(Z)-enales, a la que se
denomind enal-isomerasa. Esta enzima fue parcialmente purificada a partir de frutos de
pepino, mostrando un peso molecular aparente de 150 kDa. Su pH Optimo fue 8,5,

exhibiendo una Km de 0,1 mM para el 3(Z)-nonenal. De entre todos los enales ensayados,
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la enal-isomerasa se mostrod especifica para los substratos fisiologicos 3(Z)-hexenal, 3(Z)-
nonenal, y acido 12-0x0-9Z-dodecenoico, no exhibiendo actividad con el E-3-nonanal ni
con el 3(Z)-hexenol. Por otra parte, estudios de isomerizacion realizados con cloroplastos
de hoja de té (Hatanaka et al., 1989) usando 12-hidroxi-3Z-dodecenal como substrato
modelo, describieron un factor de isomerizacion no proteinico que catalizaba la formacion
del 2(E)-enal del mencionado substrato. Dicho factor no mostré pérdida de actividad
después de calentar a 80°C durante 20 minutos, siendo extraible de los cloroplastos con
etanol caliente. La actividad catalitica de este factor se incremento a la vez que el pH, lo que
sugiere que el factor posee un grupo basico que se activa en medio alcalino.

En el caso de la aceituna no se ha realizado trabajo alguno sobre la presencia de enal
isomerasas o factores de isomerizacion, aunque el hecho de que el 2(E)-hexenal sea el
compuesto mas abundante dentro de la fraccion de volatiles del aceite de oliva virgen,
dando cuenta de entre el 70 y el 80% del total de dichos compuestos (Morales ez al., 1995),
indica que ha de existir una elevada actividad enal-isomerasa, de naturaleza enzimatica o

quimica, en la pulpa de estos frutos.

1.8. ALCOHOL DESHIDROGENASA.

Las alcohol deshidrogenasas (ADHs), (alcohol:NAD oxidorreductasa, EC 1.1.1.1 y
alcohol:NADP oxidorreductasa, EC 1.1.1.2), catalizan la reduccion reversible, dependiente
de piridin nucledtido, de aldehidos a alcoholes (Figura 1.6).
Estas enzimas estan ampliamente extendidas en los seres vivos, jugando un papel
importante en los procesos de fermentacion alcohdlica y degradacion del etanol. En plantas
han sido reportadas en gran nimero de especies (Davies et al., 1973, Langston et al., 1980,
Tihanyi et al., 1988), habiendo sido relacionadas con la resistencia a periodos de anoxia
prolongada (Sachs et al., 1980), y la biosintesis del acido cinamico (Davies ef al., 1973b).
Por otra parte, experimentos donde aldehidos volatiles fueron incubados con tejidos de
frutos u hojas, resultaron en la produccion de los correspondientes alcoholes y ésteres
volatiles (Hatanaka y Harada, 1973, Yamashita et al., 1976, 1977), indicando asi que éstos
se forman a partir de los primeros mediando un paso de reduccion catalizado por las ADHs

presentes en dichos tejidos, que de esta forma serian responsables del perfil de alcoholes
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MO W\—OH

Hexanol

" Figura 1.6. Reduccion de hexanal por accién de la alcohol
deshidrogenasa.

presente en el aroma de las diferentes especies vegetales estudiadas (Yamashita ef al., 1977,
Mitchell y Jelenkovich, 1995).

En el caso de la aceituna se ha descrito la formacion de alcoholes volatiles por parte
de discos de pulpa de dicho fruto incubados en un medio conteniendo los correspondientes
aldehidos y NADH, aunque la actividad ADH no pudo ser detectada in vitro, debido a la

posible presencia de inhibidores en el extracto crudo ensayado (Olias ef a/, 1993).

1.9. ALCOHOL ACILTRANSFERASA.

La enzima alcohol aciltransferasa (AAT, E.C. 2.3.1.84) cataliza la reaccion de esterificacion
de un acil-CoA con un alcohol para producir el correspondiente éster y CoA libre (Figura
1.7). Los ésteres de alcoholes volatiles con acetato o butirato forman parte importante del
aroma de muchos frutos y derivados de éstos (Dirinck ez al., 1977, Macku y Jennings,
1987, Pérez et al., 1992). Dichos compuestos también estan presentes en gran variedad de
productos obtenidos por fermentacion, por lo que el estudio de su biosintesis esta mucho
mas desarrollado en microorganismos fermentativos de uso industrial que en vegetales
(Yamakawa et al., 1978, Yoshioka y Hashimoto, 1981, Mauricio et al., 1993).

Los primeros estudios sobre la biosintesis de ésteres en vegetales partieron de
experimentos de marcaje con precursores radiactivos realizados en platano (Myers et al.,
1970, Tressl y Drawert, 1973), estos estudios se complementaron posteriormente con los

realizados in vivo en frutos de fresa (Yamashita et al., 1976), en los que se report6 la
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Acetil-CoA  CoA-SH

NV N NN

AAT

Hexanol Acetatode hexilo

Figura 1.7. Reaccion de esterificacion del hexanol con acetil-CoA
catalizada por la enzima alcohol aciltransferasa.

sintesis de ésteres volatiles de acetato partir de sus correspondientes aldehidos. La

" dependencia de CoA de la reaccion formadora de ésteres fue descrita poco después por
Ueda y Ogata (1977), siendo purificada y caracterizada la primera AAT vegetal casi una
década mas tarde (Harada ef al., 1985) a partir de frutos de banana. En trabajos posteriores
esta enzima ha sido purificada y caracterizada a partir de frutos de fresa (Pérez et al., 1993)
y manzana (Fellman ez al., 1993).

De forma similar a la ADH la AAT no pudo ser detectada en extractos crudos de
pulpa de aceituna, sin embargo se observo que discos de tejido de estos frutos fueron
capaces de producir ésteres volatiles de acetato cuando se incubaron en un medio
conteniendo acetato y los correspondientes aldehidos, lo cual sugiere la accion sucesiva de

las enzimas ADH, acetil-CoA sintetasa y AAT (Olias et al, 1993).
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I1. Materiales y Métodos

2.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Las aceitunas utilizadas en el presente trabajo se tomaron de una plantacion localizada en
las plantas experimentales del Instituto de la Grasa, en Bellavista, Sevilla, formada por 20
arboles de la variedad Picual de unos 25 afios de edad dotados de riego por goteo. La toma
de muestras se realizo a mano, tomando los frutos al azar y de uno en uno a lo largo de una

hilera de olivos.

2.2. APARATOS.

2.2.1. Centrifugas.

Las centrifugaciones realizadas a aceleraciones iguales o inferiores a 40000xg se realizaron
en una centrifuga Sorvall RC5C (EEUU), las realizadas a 150000xg se llevaron a cabo en
una ultracentrifuga Beckman 1.8-70M (EEUU). Para centrifugaciones preparativas a menor

escala se empled una microcentrifuga Heraeus (Alemania).

2.2.2. Espectrofotédmetros.

Las medidas de actividad LOX y HPL, asi como las determinaciones de proteina y clorofila
se realizaron en un espectrofotometro Beckman DU640 (EEUU). Las medidas de ADH y

AAT se llevaron a cabo en un espectrofotometro Sigma ZFP22 (Alemania).

2.2.3. Medidas de radiactividad.

La radiactividad se midi6 por centelleo liquido en un contador Rackbeta II LKB-LS
(Suecia), empleando céctel de centelleo Beckman Ready Safe (EEUU). Las muestras
radiactivas se disolvieron en 3 ml del mencionado coctel, llevandose a cabo el contaje

durante 240 s.

Por otra parte, las bandas radiactivas en placas de cromatografia en capa fina fueron
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detectadas y cuantificadas en un betascopio Instant Imager de Packard (EEUU).

2.2.4. Cromatografia.

2.2.4.1. Cromatografia gas-liquido (CGL).

El analisis de volatiles se llevo a cabo en un cromatografo Shimatzu GC-14A (Japén)
equipado con una columna empaquetada de 2 m x 2 mm Carbowax 20M de Supelco
(EEUU), detector de ionizacion de llama (FID), inyector manual y radiodetector
Radiomatic Flo-One (Packard, EEUU). Este equipo, disefiado para el analisis de muestras
radiactivas, esta dotado de una bifurcacion “split” a la salida de la columna del
cromatografo, que divide la corriente de elucion en dos partes alicuotas: una (20%) es
canalizada hacia el detector de FID y la otra (80%) al detector de radiactividad
(Radiomatic) (Figura 2.1). Los registros de FID y radiactividad fueron procesados por un
programa informatico suministrado por el fabricante. La toma de muestras del espacio de

cabeza se llevo a cabo con una jeringa de gases calefactable Tracer MHS (EEUU).

Hy Aire

Yy

FID — Sefial
CGL
He —p L —J
C |
C J "split”
Radiomatic —F—F Sefial

Figura 2.1. Esquema de funcionamiento del equipo de CGL disefiado
para el analisis de muestras radiactivas.
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2.2.4.2. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

Se empled un equipo de HPLC HP 1090 Hewlett Packard (EEUU), dotado de una
columna Lichrosorb SiG 60, 5um, 200 x 2 mm (Bio-rad, EEUU), detector diodo-Array e
inyector manual Reodhine con “loop” de 20 ul. Los cromatogramas obtenidos fueron

procesados automaticamente por un integrador Thinkjet de Hewlett Packard.

2.2.4.3. Purificacion de enzimas.

En todos los pasos de purificacion de enzimas se emple6 una bomba peristaltica P-3 y un
colector de fracciones Redifrac, ambos suministrados por Pharmacia . Las fases que se
emplearon fueron: DEAE-Sepharosa de Pharmacia (intercambio ionico), Biogel HT de
Bio-Rad (hidroxilapatito) y Cibacrom Blue 2-Sepharosa CL-6B de Sigma-Aldrich
(EEUU)(afinidad).

2.3. PRODUCTOS.

2.3.1. Cromatografia en capa fina.

La cromatografia en capa fina se realizé en placas de gel de silice SiG 60, 2,5 mm

suministradas por la casa Whathman (EEUU).

2.3.2. Columnas de extraccion y desalado.

La extraccion en fase solida se realizé en columnas octadecilo de J.T. Baker (EEUU). El
desalado de extractos enzimaticos se llevo a cabo en columnas de Sephadex G-25 PD-10

adquiridas de Pharmacia (Suecia).

2.3.3. Precursores radiactivos.

Todos los productos radiactivos empleados en el presente trabajo ([1-**C]-18:2 (58
mCi/mmol),[U-"*C]-18:2 (1 Ci/mmol) y [U-"*C]-acetato sédico (50 mCi/mmotl) fueron
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suministrados por Dupont (EEUU).
2.3.4. Enzimas.

Se emplearon LOX de soja, (630000 U/mg prot) y catalasa de higado de bovino (11000
U/mg prot) de la casa Sigma-Aldrich .

2.3.5. Otros.

El aceite de vernonia y el acido 9,10-epoxiestearico preparado a partir de acido oleico
adquirido de Sigma fueron suministrados por el Dr. Francisco Millan (Instituto de la Grasa,
Sevilla). La resina acida activada amberlita XN-1005 fue cedida por el Dr. Manuel Alaiz
(Instituto de la Grasa, Sevilla). Los restantes compuestos empleados como substratos o

patrones fueron suministrados por Sigma-Aldrich.
2.4. FRACCIONAMIENTO Y ANALISIS CROMATOGRAFICO.

2.4.1. Cromatografia en capa fina de gel de silice. Procedimiento
general.

2.4.1.1. Cromatografia en capa fina analitica.

Un volumen de disolucion problema equivalente a entre 20 y 100 pg de lipido se coloco
en la placa a utilizar junto con los correspondientes patrones, formando bandas de 1 a 3 cm.
La placa se desarrolld con un eluyente adecuado retirandose del tanque de fase movil
cuando el frente alcanz6 el 80% de la longitud total de la misma. A continuacion se elimin6
el solvente de la placa con N; bajo una campana de gases, procediéndose al revelado de la
misma. Las placas utilizadas fueron de un tamafio en cm que vari6 entre 20 x 20, 10 x 20,
5 x20 6 5 x 10, dependiendo del nimero de muestras a analizar. El revelado de las mismas
se realizd por exposicion a vapores de yodo o calentamiento a 100°C después de

pulverizacion con 50% H,SO,. Las bandas radiactivas fueron reveladas en un betascopio
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Instant Imager (Packard, EEUU).

2.4.1.2. Cromatografia en capa fina preparativa.

Entre 25 y 50 mg del compuesto a purificar se colocaron en una banda de unos 17 cm de
longitud sobre una placa de 20 x 20 cm, junto a los correspondientes patrones. Como en
el caso anterior, la placa se desarrolld con la fase movil adecuada hasta un 80% de su
longitud. Una vez eliminado el disolvente bajo N se coloco sobre la placa cubriendo la
zona de aplicacion de la muestra un vidrio, determinandose la posicion de los patrones por
exposicion de la placa a vapores de iodo. Tras marcar la posicion del patron de interés, se
retir6 el vidrio y se rasp6 la banda de silice correspondiente al compuesto a purificar, la
cual se depositd en una columna de vidrio. Dicho compuesto fue eluido de la silice con un
volumen de la misma fase mévil empleada equivalente a 10 volumenes del lecho de silice

formado.

2.4.2. Andlisis de volatiles por cromatografia de gases.

Se utiliz6 helio como gas portador, con un flujo de 40 ml/min. El detector de ionizacion de
llama estaba alimentado de un flujo de hidrégeno de 20 ml/min junto con 200 ml/min de
aire. Los tiempos de retencion de los compuestos producidos por la ruta de la LOX a partir
del acido linoleico (hexanal, hexanol y 3(Z)-nonenal), asi como el patrén interno acetato de
isoamilo, se determinaron inyectando entre 5 y 10 pug de patrones comerciales de dichos
compuestos disueltos en metanol, a una concentracion de 10 mg/ml. Los analisis se llevaron

a cabo manteniendo la columna en régimen isotermo a 140°C.

2.4.2.1. Inyeccion del espacio de cabeza.

La toma de muestras de compuestos volatiles en las incubaciones realizadas con [U-"*C]-
18:2 se realizo por el método de espacio de cabeza estatico. Los viales resultantes de las
incubaciones se mantuvieron en un bafio a 70°C durante al menos 30 min, tras los cuales se
tomd 1 ml de su espacio de cabeza con la jeringa de gases termostatizada a 80°C,
manteniendo siempre los viales en el bafio para evitar la condensacion de los volatiles. La

toma de muestras se realiz6 equilibrando el contenido de la jeringa con el espacio de cabeza
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del vial durante 30 s, después de los cuales el contenido de la jeringa fue rapidamente

inyectado en el cromatografo.
2.4.3. Andlisis y separacion preparativa de hidroperdxidos por HPLC.

Para el analisis y deteccion de hidroperdxidos se registro la absorbancia a 234 nm a salida
de columna. Las condiciones de operacion fueron diferentes dependiendo si se analizaban

hidroperoxidos libres o sus ésteres metilicos.

2.4.3.1. Andlisis de ésteres metilicos de hidroperoxidos.

Los hidroperéxidos libres obtenidos a partir de incubaciones de acido linoleico o linolénico
con LOXs de distintas fuentes fueron metilados con diazometano (Apartado 2.5.1.1.). Los
ésteres metilicos resultantes se redisolvieron en hexano y la disolucion se pasé por un filtro
Millipore de 45 um. El volumen de muestra fue de 50ul (equivalente a 3-6 pg de solutos).
La fase movil utilizada fue hexano- éter etilico (92:8), a un flujo de 0,8 ml/minuto. En estas
condiciones se separaron 4 isomeros de ésteres metilicos de hidroperoxidos (13-EZ, 13-EE,
9-EZ y 9-EE-hidroperoxidos), los cuales fueron identificados por comparacion de sus
tiempos de retencion con los correspondientes patrones obtenidos por oxidacion de

linoleato o linolenato con LOX de soja o patata segin se describe en el Apartado 2.5.2.

2.4.3.2. Separacion preparativa de hidroperoxidos libres.

Los hidroperoxidos obtenidos por oxidacion de los acidos linoleico o linolénico con LOXs
de soja o patata se disolvieron en la fase mévil y fueron filtrados a continuacion a través de
membranas de 0,45 pum. Seguidamente los mencionados patrones de hidroperdxidos fueron
analizados en su forma libre, inyectandose cantidades similares a las anteriormente
mencionadas para los ésteres metilicos. La fase movil utilizada fue hexano-isopropanol-
acido acético (98:2:0,05) a un flujo de 1,25 ml/min. Una vez conocidos los tiempos de
retencion de cada isémero se inyectaron cantidades de hidroper6xidos que oscilaron entre
100 y 200 ug, recogiéndose el isomero a purificar a salida de columna mientras era
registrado su pico correspondiente. Los hidroperoxidos purificados volvieron a ser
analizados para comprobar su pureza, almacenandose posteriormente a —20°C en atmosfera
de N,.
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2.5. PREPARACION DE SUBSTRATOS Y SUBSTANCIAS
PATRONES.

2.5.1. Reacciones de derivatizacion.

2.5.1.1. Metilacion.

Las reacciones de metilacion de grupos carboxilicos de diferentes compuestos se llevaron
a cabo con diazometano, segin el método establecido por Schlenk y Gellerman (1960). El
sistema de produccion de diazometano consistia en dos tubos conectados en serie, el
primero de los cuales contenia éter etilico y el segundo una disolucion compuesta por 0,7
ml de carbitol (2-B-etoxietanol), 0,7 ml de éter etilico y 1 ml de KOH al 60%. La reaccion
se comenzo afiadiendo unos 5 mg de diazald (N-metil-N-p-toluensulfonamida) disuelto en
1 ml de éter etilico en el segundo tubo. En el medio de reaccion descrito, el diazald se
descompone para producir diazometano, un gas que se arrastra mediante una corriente de
N; burbujeada a través del contenido de los dos tubos. La corriente de salida del segundo
tubo, rica en diazometano, se burbujed finalmente a través de la muestra disuelta en éter
etilico-metanol (10:1) y colocada en un bafio con hielo. La reaccion de esterificacion se dio
por terminada cuando la disolucion etérea conteniendo la muestra tomo un color amarillo

palido.

2.5.1.2. Reduccion de hidroperoxidos.

La reduccion de hidroperéxidos de acidos grasos hasta sus correspondientes hidroxiacidos
se llevo a cabo utilizando una cantidad de muestra de 1-10 mg disuelta en 0,5 ml de
metanol, afiadiéndose seguidamente 10 mg de NaBH,. La reaccion produce
desprendimiento de H; y se deja proceder hasta que cesa el burbujeo. Se afiade entonces 1,5
ml de NaCl al 5%, y se recuperan los hidroxiacidos resultantes mediante dos extracciones

sucesivas con éter etilico.

2.5.1.3. Preparacion de 2,4-dinitrofenilhidrazonas (DNPHZ) de aldehidos.
Una cantidad de compuesto carbonilico de 1 a 10 mg se colocé en un tubo Pirex dotado

de tapon de rosca, eliminandose el disolvente bajo una corriente de N,. Seguidamente se
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afiadio sobre el residuo 0,5 ml de 2,4-dinitrofenilhidrazina al 2% en 2 M HCl, siendo la
disolucion resultante calentada durante 10 minutos a 80°C después de agitar en Vortex. Una

vez se enfrio la muestra, las correspondientes DNPHZs se extrajeron por tres veces con 1
ml de hexano.

2.5.2. Hidroperdxidos.

Los hidroperoxidos usados como substratos o patrones en el presente trabajo fueron
preparados a partir de los correspondientes acidos grasos poliinsaturados por oxidacion
con LOX comercial de soja o LLOX preparada a partir de tubérculos de patata, empleando
una modificacion del método descrito por Phillips y Galliard (1978). En el primer caso se
obtiene una mezcla de productos en la que predominan los 13-hidroperoxidos, en el

segundo predominan los 9-hidroperoxidos.

2.5.2.1. Reaccion de oxidacion.

Se tomaron 100 mg del correspondiente acido graso, a los que se afiadieron 100 ul de
Tween-20 y 5 ml de agua destilada, homogeneizandose la mezcla resultante mediante
agitacion. Seguidamente se afiadio un equivalente de 2M KOH para neutralizar el acido
graso y la disolucion se llevo hasta 30 ml con agua destilada. Separadamente, a 70 ml de
tampon 0,2 M de acido borico-KOH, pH 9,0, 6 mM H,0,, en el caso de la LOX de soja, o
50 mM MES, pH 6,0, 6 mM H,0,, para la LOX de patata, se afiadieron 60 unidades de
catalasa comercial de Sigma. La disolucion resultante se incubé durante 30 minutos a
temperatura ambiente con objeto de que se saturase de oxigeno. Esta disolucién se mezcld
en un matraz dotado de agitador magnético con la de acido graso, colocandose en un bafio
con hielo. A continuacion se afiadié una cantidad suficiente de LOX como para transformar
todo el acido graso presente en la disolucién en 30 minutos. La reaccion de oxidacion se
llevé a cabo con agitacion suave, controlandose el avance de la misma por medidas
periddicas de absorbancia a 234 nm de alicuotas de 20 pl de la mezcla de reaccion, diluidas
hasta 1 ml con etanol. La reaccion se dio por concluida cuando se hubo transformado entre
un 70 y un 80% del substrato, después de lo cual de afiadié gota a gota 5 M HCI hasta
llevar el valor de pH por debajo de 3,0.
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2.5.2.2. Extraccion en fase solida.

Una columna octadecilo de 50 x 10 mm fue activada y equilibrada por elucién con 10 ml
de metanol y 10 ml del tampon de reaccion. A continuacion se paso a través de la misma
la mezcla de reaccion acidificada con ayuda de ligero vacio, lavandose seguidamente con
2 ml de hexano. Los hidroper6xidos unidos a la columna fueron finalmente eluidos con 3

ml de metanol.

2.5.2.3. Purificacion de los hidroperoxidos.

La disolucién de hidroperéxidos obtenida de la columna octadecilo se encuentra
contaminada por restos del substrato no transformado, asi como por productos secundarios
de la reaccion de la LOX, que podrian interferir en los ensayos enzimaticos. Por ello, los
hidroperoxidos fueron purificados por CCF preparativa (ver 2.4.1.2), usando la mezcla
hexano-éter etilico-acido férmico (50:50:1) como fase movil. La disolucion de
hidroperdxidos purificados eluida de la silice se evaporé a temperatura ambiente en un
rotavapor, resuspendiéndose el residuo en 3 ml de metanol. Esta disolucion se almaceno a

~20°C en atmosfera de N,

2.5.3. Oxoacidos.

Los productos de la enzima HPL, acido 12-oxododec-9(Z)-enoico y acido 9-oxononanoico
se prepararon por sintesis degradativa a partir de acidos grasos epoxidados, para su uso

como patrones en los experimentos de marcaje con precursores radiactivos.

2.5.3.1. Acido 12-oxododec-9(Z)-enoico.

Este compuesto se prepar6 a partir del acido verndlico (acido 12,13-epoxioctadec-9(Z)-
enoico), mayoritario en el aceite de semillas de vernonia (Vernonia anthelmintica). Un
volumen de 1 ml de aceite de vernonia se disolvidé en 5 ml de 1 M KOH en etanol, y se
mantuvo a temperatura ambiente durante 12 horas para su saponificacion. A continuacion

el hidrolizado obtenido se centrifugd para eliminar la turbidez, afiadiéndose 5 ml de agua
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Acido vernélico (12,13-epoxioctadec-9(Z)-enoico)

Resina acida

¢ XN-1005
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HO OH o

Acido 12,13-dihidroxioctadec-9(Z)-enoico

KIO,

O

Hexanal Acido 12-oxododec-9(Z)-enoico

Figura 2.2. Apertura del grupo epoxido del acido verndlico seguida de
la lisis del diol resultante para producir hexanal y acido 12-
oxododec-9Z-enoico.

destilada al sobrenadante, que fue extraido tres veces con 5 ml de hexano. Las fases

organicas obtenidas fueron desechadas, siendo la fase hidroalcohdlica complementada hasta

75 ml con agua destilada. Esta disolucion fue finalmente acidificada con 1 M HCl y a

continuacion extraida tres veces con 50 ml de éter etilico. Las fases etéreas combinadas se

pasaron por un lecho de Na,SO, anhidro para eliminar los restos de humedad, siendo

seguidamente llevadas a sequedad en un rotavapor. El residuo conteniendo los acidos

grasos del aceite de semillas de vernonia se disolvi6 en 5 ml de cloroformo, almacenandose

a —-20°C en atmosfera de No.

El 4cido vernolico presente en alta proporcion en el mencionado hidrolizado se
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purifico por CCF preparativa, aplicando 0,25 ml de dicha disolucion en una placa de gel de
silice de 20 x 20 cm, que fue desarrollada con hexano- éter etilico- acido formico (50:50:1).
Una vez eluida de 1a silice, la disolucion de acido vernélico se llevo a sequedad en rotavapor
y se resuspendio en 1,5 ml de cloroformo.

La preparacion del acido 12-oxododec-10-enoico, se llevo a cabo por apertura del
anillo epoxido del 4cido verndlico para producir el correspondiente diol, seguida de la lisis
de este ultimo con KIO, (Figura 2.2). La apertura del epoxido se llevo a cabo empleando
el método descrito por Vioque (1969). Se tomaron 0,5 ml de disolucion de acido vernoélico
(equivalente a unos 10 mg), que fue evaporada bajo N, y redisuelta en 1 ml de benceno. A
continuacion se afiadieron 100 mg de amberlita XN-1005 activada, manteniéndose la
disolucion con agitacion magnética suave durante 30 minutos a temperatura ambiente. Acto
seguido la solucién se decantd, la amberlita fue lavada con 0,5 mi de éter etilico, se
combinaron las fases organicas y se comprobo el rendimiento por CCF, apareciendo una
sola banda de Rf inferior al del acido vernélico, correspondiente al 4cido 12,13-
dihidroxioctadec-9(Z)-enoico. _

El siguiente paso consistio en la rotura del diol para dar lugar al oxoacido objeto de
la sintesis. Asi, 50 mg de NalQ, se disolvieron en 0,5 ml de 0,5 M HCI, llevandose a
continuacion hasta 5 ml con etanol. Un volumen de 0,5 ml (3 mg aprox.) de la disolucién
de diol fue evaporada sobre N,, redisolviéndose en 0,5 ml de la mencionada disolucién de
NalO,. Después de 30 minutos se afiadieron 3 ml de NaCl al 5 %, siendo extraida la
disolucion resultante 3 veces con 2 ml de éter etilico. La fase organica combinada se seco
sobre NaSO, anhidro, evaporandose bajo N,. El residuo se disolvié en 0,5 mi de cloroformo
y se analiz6 por CCF, apareciendo una sola banda, con un Rf 2,5 veces superior al del diol,

correspondiente al acido 12-0x0-9(Z)-dodecenoico.

2.5.3.2. Acido 9-oxononanoico.

Este compuesto se prepard de forma totalmente analoga al anterior oxoacido a partir del
acido 9,10- epoxiestearico. Para comprobar la naturaleza carbonilica de los compuestos
preparados, disoluciones de los mismos fueron tratadas con 2,4-dinitrofenilhidrazina,
extrayéndose con hexano las correspondientes hidrazonas (ver Apartado 2.5.1.3.), que

fueron analizadas por CCF, apareciendo como bandas amarillas unicas en cada caso. Ambas
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hidrazonas mostraron valores proximos de Rf cuando fueron cromatografiadas en placas

de silice siendo la del acido 12-oxododec-9(Z)-enoico algo superior al del 9-oxononanoico.

2.5.4. Preparacidn de las sales potasicas de acidos grasos e
hidroperdxidos.

Tanto los 4cidos grasos como sus correspondientes hidroperoxidos fueron utilizados en
forma de sales potasicas solubles en H,O en los ensayos enzimaticos e incubaciones con

precursores radiactivos.

2.5.4.1. Preparacion de las sales potasicas de dcidos grasos.

Aproximadamente 25 mg de 4cido graso se pesaron con exactitud en un tubo graduado,
afiadiéndose a continuacion 25 pl de Tween-20 y 1 ml de agua destilada. La mezcla
resultante se emulsiono por agitacion, afiadiéndose a continuacion un equivalente de KOH
2M. La mezcla se volvio a agitar y se afiadio suficiente agua destilada para obtener una
disolucion 10 mM. Esta disolucion fue finalmente clarificada por sonicacion durante 2 6 3

min, siendo almacenada en viales de 5 ml a -20°C, en atmosfera de Nj.

2.5.4.2. Preparacion de las sales potdsicas de hidroperoxidos.

Las disoluciones de hidroperoxidos empleadas de rutina se prepararon diluyendo con agua
destilada, hasta una concentraciéon de 1 mM, las disoluciones metandlicas resultantes de la
purificaciéon de estos compuestos (ver Apartado 2.5.2.3.). Estas disoluciones fueron
finalmente clarificadas por la adiciéon de un equivalente de 2M KOH, y se almacenaron en
atmosfera de N, a —20°C.

En el caso de los hidroperoxidos purificados por HPLC, las disoluciones recogidas
de los mismos se evaporaron bajo N, en un bafio de hielo, afiadiéndose para su redisolucion
un volumen de 1mM KOH suficiente como para obtener disoluciones de la misma

concentracion de cada hidroperoxido.
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2.5.5. Acetato de isoamilo marcado.

El acetato de isoamilo radiactivo se prepard para ser utilizado como patrén interno en los
experimentos de marcaje con [U-"*C]-18:2. Un volumen de 100 pl de alcohol isoamilico (3-
metilbutanol), equivalente a 1,1 umoles, se disolvieron en 340 pul de acido acético glacial,
afiadiéndose a continuaciéon 0,9 MBq de [U-"*C]-acetato sodico (50 mCi/mmol), y 100 mg
de NaSO; anhidro en un tubo Pirex dotado de tapon de rosca. La mezcla resultante se
mantuvo a 80°C durante 4 dias, después de los cuales fue neutralizada con 3 ml de NH,OH
al 33%, apareciendo una fase sobrenadante de acetato de isoamilo radiactivo, que fue
extraida con 0,5 m! de hexano. El producto obtenido se analizé por radio-CGL, apareciendo
un solo pico correspondiente al acetato de isoamilo en el registro de radiactividad. Se
obtuvieron 0,06 MBq de éster radiactivo, con una radiactividad especifica de 0,16

MBg/umol.

2.6. PREPARACION DE EXTRACTOS ENZIMATICOS.

2.6.1. Preparacidn de extractos de frutos frescos.

Las aceitunas recién recolectadas fueron lavadas con abundante agua y agua destilada. Los
frutos fueron entonces deshuesados y de cada uno se prepar6 un anillo de pulpa de 2-4 mm
mediante corte transversal de su parte central. Estos anillos fueron inmediatamente
sumergidos en un tampon 50 mM de fosfato potasico, pH 7,0, conteniendo 0,1 % ascorbato
(tampdn Pi-A) a 0-4°C. Unos 10 g de tejido asi preparado se colocaron en un mortero y se
trituraron en presencia de nitrogeno liquido hasta conseguir un polvo fino. El mortero
conteniendo el tejido triturado, una vez evaporado el nitrogeno liquido, se coloco en un
bafio de hielo y se procedio a la preparacion del extracto utilizando 50 ml de medio de
extraccion y 5 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP) lavada con éacido. El tampén de
extraccion utilizado (Sanchez y Harwood, 1992) contenia SO mM HEPES, pH 7,5, 330 mM
sorbitol, 20 mM KCl, 2 mM MgClL,,2 mM EDTA, 2 mM Na,S,0s, 0,1% ascorbato, 10%

glicerol, 7 mM 2-mercaptoetanol y 0,3 mM DTE (estos dos tioles se afiadieron justo antes
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del comienzo de la preparacion). La operacion de extraccion se realizo en tres etapas.
Primero se afiadieron unos 20 ml de tamp6n y la mitad del PVPP y se tritur6 durante 1-2
minutos. El tejido homogeneizado se decant6 sobre un filtro de Miracloth y volvié a
triturarse otras dos veces con unos 15 ml de tampon y el resto del PVPP.

El extracto asi preparado fue a continuacion fraccionado por centrifugacion, de
acuerdo a un protocolo que implicaba centrifugacion a 1000xg durante 5 minutos, para
eliminar los restos de tejido y células enteras del extracto, centrifugacion a 40000xg durante
20 minutos, con lo que precipitaron las membranas de mayor densidad y centrifugacion a
150000xg durante 80 minutos, con lo que lo hicieron las de menor densidad. El precipitado
de 1000xg fue rechazado, mientras que los de 40000xg (40 K) y 150000xg (150 K) se
resuspendieron en 6 y 3 ml respectivamente de 25 mM HEPES, pH 7,5, 10% glicerol (con
0,5 % de Trit6n X-100 en el caso de la HPL), usando un homogeinizador manual de vidrio
enfriado en un bafio de hielo. El sobrenadante de 150 K constituy la fraccion soluble de
los frutos de aceituna.

En los estudios de distribucion subcelular el procedimiento de preparacion del
extracto crudo fue analogo al descrito, solo que no se congeld el tejido con nitrégeno
liquido antes de la molturacion. En este caso dicho extracto fue sometido al programa
de centrifugacion fraccionada que se indica en la Figura 2.3. El precipitado obtenido a
1000xg fue desechado, mientras que los obtenidos a 3000xg, 15000xg, 40000xg y
150000xg fueron resuspendidos en volimenes de 4 ml las dos primeras fracciones y 2 ml
las dos ultimas de 25 mM HEPES, pH 7,5, 10 % glicerol, usando un homogeinizador de
vidrio a 0°C. Las preparaciones destinadas a ensayo de actividad HPL incluian 0.5% de
Triton X-100 en el tampon de resuspension. Las fracciones resuspendidas fueron

denominadas 3 K, 15 K, 40 K y 150 K respectivamente.
2.6.2. Distribucién histoldgica.

Para llevar a cabo la separacion de tejidos se parti6 de frutos frescos verdes de un diametro
entre 1,5y 2,5 cm. Una vez lavados, los frutos se deshuesaron, cortandose anillos de pulpa
de su parte central en forma analoga al Apartado 2.6.1. Dichos anillos se colocaron en una-

placa Petri conteniendo tampon Pi-A, de forma que con un sacabocados de tamafio
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Extracto crudo
de aceitunas
l 5’al1000x g
v ' Vv 5°a3000xg
Precipitado ¢ l 10’2 15000 x g
1K >

(rechazado) Precipitado ‘ + 20°a 40000 x g

3K o * * 80’ a 150000 x g
Precipitado

I5K Precipitado * *
40K Precipitado Fraccion
150K soluble

Figura 2.3. Protocolo de fraccionamiento del extracto crudo de aceitunas
para la obtencion de diferentes fracciones subcelulares.

adecuado se separaron un anillo de epicarpo verde y otro de mesocarpo, procurando
eliminar contaminacion de un tejido en otro con un bisturi. Cuando se tuvieron unos 5 g de
cada tejido se procedio a preparar de forma separada extractos crudos segun el protocolo
establecido en el apartado anterior, los cuales fueron finalmente fraccionados por
centrifugacion diferencial, obteniéndose las correspondientes fracciones 3 K, 15K, 40K

y 150 K de cada tejido.

2.6.3. Preparacion de polvo acetdnico de pulpa de aceitunas.

Aceitunas recién recogidas fueron deshuesadas y 100 g aproximadamente de la pulpa
obtenida fueron molturados con 750 ml de acetona a —20°C. La operacion se realizo en tres
pasos implicando homogeinizacién en una batidora doméstica y filtracion a vacio en
Buchner de la suspension resultante. Cada paso de homogeinizacion se realizo a un nivel
medio de revoluciones, con 250 ml de la acetona fiia durante tres periodos de 30 s. El
sélido retenido se lavo finalmente con 150 ml de éter etilico seco para eliminar los restos
de agua, extendiéndose a continuacion sobre una hoja de papel bajo una campana de gases
a fin de permitir la eliminacion del disolvente. El polvo acetonico asi obtenido fue tamizado
para eliminar las particulas mas gruesas, almacenandose a —20°C en frascos herméticos
dotados de desecador de gel de silice, condiciones en las que se preservaron las actividades

enzimaticas durante al menos un afio.
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2.6.4. Preparacion de extractos de polvo acetdnico.

Extractos conteniendo actividad ADH o AAT se obtuvieron del polvo acetonico descrito
en el apartado anterior resuspendiendo 100 mg de material en 3 ml de tampon de
resuspension (ver composicion mas adelante), usando un homogeinizador manual de vidrio
enfriado en un bafio de hielo. La suspension resultante se introdujo tubos Eppendorf, que
fueron centrifugados a 10000 rpm durante 3 minutos en una microcentrifuga. El
sobrenadante claro obtenido constituyo el extracto crudo. En preparaciones a mayor escala
se mantuvo la razén peso/volumen de polvo acetdnico frente a tampon de resuspension,
llevandose a cabo la centrifugacién durante 10 minutos a 30000xg en la centrifuga
preparativa Sorvall RC5C. Los tampones empleados fueron 50 mM fosfato potasico, pH
7,2, 7 mM 2-mercaptoetanol, 0,5 mM DTE, 10% glicerol para la ADH, y 25 mM HEPES,
pH 7,5, 0,05% Tritén X-100, 7mM 2-mercaptoetanol, 10% glicerol para la AAT.

2.6.5. Fraccionamiento de la proteina soluble con sulfato aménico,

El extracto enzimatico a fraccionar se colocd en un vaso de precipitado situado en un bafio
de hielo. Seguidamente se afiadié lentamente la cantidad de (NH,4),SO4 adecuada para
alcanzar el nivel de saturacion deseado, manteniendo la disolucion continuamente agitada.
Una vez afiadida la sal la disolucion se mantuvo con agitacion suave durante 30 minutos
a 0°C. La suspension resultante fue centrifugada durante 10 minutos a 30000xg. A
continuacién la disolucidén sobrenadante se decanto, y el precipitado se resuspendio en un
volumen adecuado de tampon usando un homogeinizador manual de vidrio. El tampoén
utilizado vari6 segun la enzima a ensayar posteriormente. Asi, éstos fueron 50 mM fosfato
potasico, pH 7,2, 7 mM 2-mercaptoetanol, 0,5 mM DTE, 10% glicerol para la ADH, y 25
mM HEPES, pH 7,5, 10% glicerol, 0,1% ascorbato para la AAT.
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2.6.6. Preparacion de lipoxigenasa de patata.

La LOX de tubérculo de patata se preparé de acuerdo al protocolo establecido por Galliard
y Phillips (1971). Una masa de 50 g de tubérculo de patata, previamente lavada y troceada,
se homogeneizo6 en una batidora con 100 ml de 50 mM fosfato potasico, pH 7,0, 2 mM
Na,S,0s, filtrandose el homogenado resultante a través de 2 capas de tejido Miracloth.
Seguidamente el filtrado obtenido se centrifugé durante 15 minutos a 40000xg,
rechazandose el precipitado y sonietiéndose el sobrenadante a fraccionamiento por
precipitacion con (NH),SO;4. Un solo corte desde 0 al 50% de saturacion fue realizado,
resuspendiéndose el precipitado obtenido en 8 mi de 50 mM fosfato potasico, pH 7,2, 50%
glicerol. Dicho corte de proteina contenia unos 20 nkat/mg prot de actividad LOX.

2.6.7. Cambio de solvente de fracciones enzimaticas.

El cambio de solvente se realiz6 introduciendo 2 ml de extracto en una columna
preempaquetada de Sephadex G-25 (PD-10, Pharmacia) previamente equilibrada con 25
ml del tampdn en el que se desea tener la disolucion de enzima. Cuando toda la fraccion
hubo entrado en columna ésta se eluyé con 3 ml del mismo tampon, recogiéndose a salida

de la misma la fraccion enzimatica en el nuevo solvente.
2.7. INCUBACIONES CON SUBSTRATOS RADIACTIVOS.

Los precursores utilizados en estos experimentos fueron 4cido linoleico marcado en el
carbono uno ([1-'*C J-18:2 )y uniformemente marcado ([U-'“C}-18:2). En el primer caso
se analizo la incorporacion del precursor en compuestos no volatiles por CCF, en el

segundo su incorporacion en compuestos volatiles por CGL.

2.7.1. Experimentos de marcaje con [1-**C JHinoleato.

Estos experimentos se realizaron por incubacion del mencionado precursor radiactivo con
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resuspensiones de polvo acetonico de aceituna. El extracto enzimatico consistié en un
suspension de 100 mg de polvo acetonico en 3 ml de 50 mM MES, pH 6,0, 7 mM 2-
mercaptoetanol, 0,5% Triton X-100, preparado a temperatura ambiente con un
homogeinizador manual de vidrio. El medio de incubacion contenia 1 mM [1 -1C Hinoleato
(5,7 kBg/umol) y 0,25 ml de resuspension de polvo acetonico, equivalentes a
aproximadamente 1 mg de proteina, en 0,3 ml de volumen final. Las incubaciones se
realizaron por duplicado en tubos Pirex dotados de tapon de rosca durante 30 minutos, a
temperatura ambiente y con agitacion continua proporcionada por pequefios agitadores
magnéticos introducidos en cada tubo. Una vez finalizado el tiempo de incubacion se
afadieron 50 pl de acido acético glacial a cada muestra, procediéndose a la extraccion de

lipidos, segun se describe a continuacion.

2.7.1.1. Extraccion de lipidos.

La extraccion de lipidos se realizo siguiendo el protocolo establecido por Hara y Radin
(1978). Al final de la incubacion se afiadié un volumen de 5 ml de hexano-isopropanol (3:2)
a la mezcla de reaccion y a continuacion 2,5 ml de Na, SO4al 6,7%. Los tubos se agitaron
vigorosamente y se centrifugaron 2 minutos x 2500 rpm. De esta forma se decanté una fase
organica superior que fue retirada con una pipeta Pasteur. A continuacion la fase acuosa se
reextrajo con 3,5 ml de hexano-isopropanol (7:2), siguiendo el mismo procedimiento
anterior. Se tomaron alicuotas del extracto organico y de la fase acuosa remanente para

medir su radiactividad por centelleo liquido.

2.7.1.2. Fraccionamiento de lipidos.

La fase organica conteniendo los lipidos obtenida en la etapa anterior fue evaporada bajo
N> a sequedad, redisolviéndose el residuo en 50 pl de cloroformo. Los lipidos asi obtenidos
fueron fraccionados por CCF en placas de 20 x 20 cm junto con los patrones de
hidroperéxidos y oxoacidos segiin se indica en el procedimiento general (Apartado 2.4.1).
Las placas fueron desarrolladas con hexano-éter etilico-acido formico (50:50:1), siendo
reveladas a continuacion las bandas correspondientes a lipidos radiactivos por contaje
durante un tiempo de 1 a 2 h en un betascopio Instant Imager. La posicion de los patrones

se determiné por exposicion de la placa a vapores de yodo.

42



1. Materiales y Métodos

Una vez identificadas y localizadas las bandas radiactivas en la placa, ésta se
pulverizo con H,0-MeOH (1:1), y se procedié al raspado de las mismas. La radiactividad

de cada una de ellas fue medida por centelleo liquido.

2.7.1.3. Estudios de especificidad.

En los experimentos de marcaje encaminados al estudio de la especificidad del sistema de
produccion de aldehidos volatiles en aceituna el protocolo de extraccion y fraccionamiento
de lipidos fue diferente al anteriormente indicado.

En estos experimentos se empled [1-"*C]Hinoleato con una radiactividad especifica
de 130 kBg/pumol. A los productos de la incubacion se le afiadieron15 pl de SM HCI y 25
ul de 2,4-dinitrofenithidrazina al 2% en 2M HCIl, manteniéndose 30 minutos a temperatura
ambiente, con lo que se formaron las correspondientes DNPHZ de los oxoacidos presentes
en el medio (Apartado 2.5.1.3.). A continuacion se procedio a la extraccion y concentracion
de lipidos segun se indica en el Apartado 2.7.1.1. Los extractos resultantes fueron
fraccionados por CCF en placas de gel de silice impregnadas con polietilenglicol-400 (PEG-
400), empleandose éter etilico-hexano-acido formico (80:20:1) como fase movil. Este
sistema permiti0 la separacion del precursor no transformado, de la fraccion de
hidroperoxidos y de las DNPHZs de los acidos 12-0x0-9(Z)-dodecenoico y 9-
oxononanoico. Los porcentajes relativos de incorporacion en dichos compuestos fueron
calculados por contaje durante 1h en el betascopio Instant Imager. A continuacion la
fraccion de hidroperoxidos marcados fue raspada de la placa y eluida de la silice, siendo
éstos metilados con diazometano (Apartado 2.5.1.1) y reducidos con NaBH, (Apartado
2.5.1.2) hasta sus correspondientes hidroximetil ésteres. Dichos compuestos fueron
cromatografiados en placas de gel de silice empleandose hexano-éter etilico 3:2 como
solvente. En este sistema fue posible separar el 13- del 9-hidroxiéster, estableciéndose el

porcentaje relativo de incorporacién en cada isdmero por contaje en el betascopio durante
2h

2.7.2. Experimentos de marcaje con [U-*C]-linoleato.

Estos experimentos se realizaron por incubacion del mencionado precursor con
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resuspensiones de polvo acetonico de aceitunas realizadas por homogeinizacion de 100 mg
del mencionado polvo aceténico en 5 ml de 50 mM MES, pH 6,0, 7 mM 2-mercaptoetanol,
0,5 % Triton X-100 utilizando un homogeinizador de vidrio a temperatura ambiente. El
medio de incubacién contenia 0,5 mM [U-'*C]-linoleato (50 kBg/umol) y 0,25 ml de
resuspension de polvo acetonico, equivalentes aproximadamente a 0,75 mg de proteina, en
un volumen final de 0,3 ml. Las incubaciones se realizaron por duplicado en viales de vidrio
de 2 ml de capacidad, dotados con septum de teflon y ventana de inyeccion. Las
incubaciones de rutina se realizaron a temperatura ambiente con agitacion basculante. Una
vez concluido el tiempo de incubacién se inyectaron en cada vial 15 pl de disolucion de 'C-
acetato de isoamilo, equivalentes a 250 Bq, que serviran como patrén interno,
introduciéndose los viales a continuacion en un baiio calefactado a 70°C. Después de 30
minutos se tomé una muestra de 1 ml del espacio de cabeza para el anlisis de volatiles
mediante radio-CGL (Apartado 2.4.2.1.). Una vez determinados los volatiles, los viales se
retiraron del bafio, y se tomaron 0,2 ml de la mezcla de incubacion que contenia cada uno,
que fueron introducidos en tubos de metilar para la determinacion de los compuestos no

volatiles mediante el protocolo descrito en el Apartado 2.7.1.3.

2.8. ENSAYOS ENZIMATICOS.

2.8.1. Lipoxigenasa.

Esta enzima se ensayé empleando los siguientes métodos:

2.8.1.1. Método espectrofotométrico de Axelrod et al. (1981).

La reaccion catalizada por la LOX implica la introduccién de una molécula de oxigeno en
el sistema de dobles enlaces de los 4cidos grasos poliinsaturados. Como se describi6 en el
Apartado 1.5, dicha reaccion conlleva la migracién un doble enlace C-C, de forma que en
los productos finales (los hidroperoxidos de los mencionados acidos grasos) aparece una
secuencia de dobles enlaces conjugados que no se encuentra presente los substratos (Figura
1.3). Esta conjugacion de dobles enlaces es la responsable de que dichos hidroperoxidos

posean una fuerte banda de absorcion en el ultravioleta, mostrando un maximo de
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absorbancia a 234 nm, con un coeficiente de extincion molar de 25000.

El método de ensayo de actividad LOX descrito por Axelrod et al.(1981) se basa
en la diferencia de absorbancia a 234 nm que existe entre los 4cidos grasos poliinsaturados
y sus correspondientes hidroperéxidos. El procedimiento general consiste en la medida
continua y en funcion del tiempo del incremento de absorbancia a 234 nm del medio de
reaccion (una disolucion tamponada de acido linoleico o linolénico) causada por la adicion
del extracto enzimatico. ,

En el caso de la LOX de aceituna la mezcla de ensayo estandar consistia en 50 mM
acetato sodico, pH 5,0, 0,4% Tween-20, 0,5 mM de acido graso, y una cantidad de extracto
enzimatico equivalente a entre 10 y 50 ug de proteina, en un volumen final de 1 ml
contenido en una cubeta de cuarzo. El ensayo se inicia en ausencia de extracto enzimatico,
que se afiade al medio de reaccion una vez que se comprueba la estabilidad de la linea base.
A continuacioén se mide el incremento de absorbancia a 234 nm durante el primer minuto
de reaccion. La actividad del extracto se calculé considerando un coeficiente de extincion
molar a 234 nm de 25000 para los hidroperoxidos de los 4cidos grasos linoleico y

linolénico.

2.8.1.2. Método espectrofotométrico de Jiang et al.(1991). _
Los hidroperoxidos de los acidos grasos poliinsaturados son capaces de oxidar en
disolucion acuosa el Fe** para dar lugar a Fe*" mas el correspondiente hidroxiacido. Jiang
et al.(1991) desarrollaron un procedimiento de medida de la peroxidacion de membranas
biologicas basado en esta reaccion. Dicho método consiste en la incubacion las muestras de
membrana en un medio conteniendo Fe?", seguida de la determinacion del Fe’* producido
empleando un reactivo especifico, el naranja de xilenol. Dicho método ha sido
posteriormente empleado en la medida de actividad LOX sobre glicerolipidos por Piazza
y Nutiez (1995). En el presente trabajo se empled como procedimiento de medida de LOX
alternativo al de Axelrod ef al.(1981).

La mezcla de ensayo consistié en una disolucion 50 mM acetato soédico, pH 5,0, 0,5
mM de écido linoleico o linolénico y extracto enzimatico equivalente a entre 20 y 50 pg de
proteina en un volumen final de 0,5 ml. Esta disolucion se incub6 a temperatura ambiente

durante 5 minutos, después de lo cual se tomé un volumen de 0,1 m! que fue afiadido sobre
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0,9 ml de reactivo de naranja de xilenol (ver composicion mas adelante). La disolucion
resultante se agito y se dejé desarrollar el color durante 30 minutos. Finalmente, se midi6
la absorbancia a 560 nm frente a un blanco constituido por la disolucion resultante de
mezclar 0,1 ml de mezcla de ensayo sin extracto enzimatico y 0,9 ml de reactivo de naranja
de xilenol. La actividad LOX fue calculada tomando un coeficiente de extincion molar de
43000 para el croméforo formado.

Reactivo naranja de xilenol: 0,1 mM naranja de xilenol (Sigma-Aldrich, EEUU),
0,25 mM (NH,)Fe(SO,), - 6H20, 25 mM H,S0,, 4 mM BHT, en metanol.

2.8.2. Hidroperdxido liasa.

La enzima hidroperoéxido liasa fue ensayada por dos métodos diferentes que se describen

a continuacion.

2.8.2.1. Medida de la destruccion del dieno conjugado.
La lisis de los hidroperdxidos catalizada HPL (Figura 1.3) implica la destruccion del grupo
cromoéforo constituido por los dos dobles enlaces conjugados descrito en el Apartado
2.8.1.1. De esta forma, la actividad HPL puede ser determinada mediante la medida del
descenso de absorbancia a 234 nm provocado por el extracto enzimatico en una disolucién
acuosa de concentracion conocida de hidroperoxido del acido linoleico o linolénico. Este
método ha sido empleado por varios autores para la medida de actividad HPL procedente
de distintas fuentes (Kim y Grosh, 1981; Schreier y Lorenz, 1982; Shibata et al, 1995).
Para la determinacion de la HPL de aceituna la mezcla de ensayo estandar consistio
en 50 mM MES, pH 6,0, 40 uM de hidroperdxido y una cantidad de extracto enzimatico
equivalente a entre 10 y 20 pg de proteina en un volumen final de 1 ml contenido en una
cubeta de cuarzo. El procedimiento de medida de actividad empleado fue analogo al
descrito en el Apartado 2.8.1.1. para la LOX, implicando la comprobacion de la estabilidad
de la linea base, mas la medida del descenso de absorbancia a 234 nm durante el primer

minuto de reaccion causada por la adicion del extracto enzimatico.
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2.8.2.2. Medida de la formacion de hexanal.

Los productos de la rotura de los hidroperdxidos de los acidos grasos por parte de la HPL
son aldehidos volatiles y oxoacidos (Figura 1.3). En el caso del 4cido 13-EZ-
hidroperoxilinoleico los productos resultantes son el hexanal y el acido 12-0x0-9(Z)-
dodecenoico, cuyos derivados DNPHZ son facilmente separables por CCF en placas de
silice (Apartado 2.4.1.). Por otra parte, la hexil-DNPHZ muestra una fuerte banda de
absorcion a 357 nm, con un coeficiente de extincion molar calculado experimentalmente
de 23000. El presente método de ensayo se basé en la determinacion espectrofotométrica
del hexanal producido por el correspondiente extracto enzimatico a partir del mencionado
hidroperdxido, siendo una modificacién de los métodos publicados por Shibata et al. (1995)
y Olias et al. (1990).

La mezcla de ensayo consistio en una disolucion 50 mM MES, pH 6,0, 1 mM de
acido 13-ZE-hidroperoxilinoleico, y una cantidad de extracto enzimatico equivalente a entre
50 y 100 pug de proteina en un volumen final de 1 ml. Las disoluciones de ensayo fueron
incubadas 5 minutos a temperatura ambiente en tubos Pirex dotados de tapon de rosca,
después de lo cual se afiadieron 0,25 ml de 2,4-dinitrofenithidrazina al 2 % en SM HCL. Los
tubos se mantuvieron a 80°C durante 10 minutos, siendo enfriados seguidamente en un bafio
de hielo. Estas disoluciones fueron extraidas a continuacion por tres veces con 0,5 mi de
cloroformo. Las fases organicas obtenidas fueron combinadas y evaporadas bajo N». El
residuo resultante se redisolvio en 50 ul de cloroformo y se fracciond por CCF en placas
de silice, empleandose hexano-éter etilico-acido formico (50:50:1) como solvente. La banda
correspondiente a la DNPHZ de hexanal fue localizada por comparacion de su Rf con el
correspondiente patron y raspada de la placa. Dicho compuesto fue eluido de la silice con
1 ml de etanol y se determiné la absorbancia de la disolucion resultante a 357 nm. El blanco

estuvo constituido por una preparacion conteniendo extracto enzimatico hervido.

2.8.3. Alcohol deshidrogenasa.

La reduccion de aldehidos catalizada por la ADH (Figura 1.6) se ensay6é midiendo la
disminucion de absorbancia a 334 nm debida a la oxidacion de piridin nucledtidos. La

mezcla de ensayo estandar contenia 50 mM fosfato potasico, pH 7,2, 10 mM hexanal, 0,2
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mM NAD(P)H, y una cantidad de extracto enzimatico equivalente a entre 10 y 20 pg de
proteina en un volumen final de 1 ml. Cuando se ensayo esta actividad con aldehidos de
cadena larga se afiadio un 0,4% de Tween-20 a la mezcla de ensayo con el fin de facilitar
la disolucion de los mismos. En todos los casos la reaccion se iniciaba mediante la adicion

del substrato carbonilico.
2.8.4. Alcohol aciltransferasa.

La sintesis de ésteres catalizada por la AAT conlleva la transferencia de un grupo acilo
desde un tioéster de CoA hasta un alcohol volatil. La reaccion implica la liberacion del
cofactor CoA-SH de forma concomitante a la produccién de los mencionados ésteres
(Figura 1.7). La actividad enzimatica puede ser ensayada, por tanto, mediante la medida del
CoA-SH liberado en el medio de reaccion. Dicha medida se llevo a cabo segun el método
descrito por Fellman et al.(1993), consistente en la adicion a la mezcla de ensayo de 4cido
5,5-ditio-bis-nitrobenzoico (DTNB), compuesto que reacciona con los tioles libres
produciendo una  especie fuertemente coloreada que se  determina
espectrofotometricamente.

La mezcla de ensayo contenia 50 mM HEPES, pH 7,5, 20 mM MgCl,, 20 mM
hexanol, 0,4 mM acetil-CoA y una cantidad de extracto enzimatico equivalente a 50-100
ug de proteina en un volumen final de 0,5 ml. Dicha mezcla de ensayo fue incubada 10
minutos a 30°C, afiadiéndose a continuacion 25 pl 20 mM de DTNB disuelto en 0,1 M de
HCO;Na. Después de haberse desarrollado el color, proceso que llevo unos10 minutos, fue
medida la absorbancia a 407 nm de las muestras. La actividad AAT se calculé a partir de
la diferencia de absorbancia entre muestras conteniendo hexanol y blancos con la misma
composicion pero sin el mencionado alcohol. El valor del coeficiente de extincion molar a

407 nm del croméforo formado por el DTNB y el CoASH, determinado experimentalmente,
fue 10400.

2.9. PURIFICACION DE ENZIMAS.
De las enzimas que participan en la ruta de la LOX se purificaron parcialmente la HPL y la

ADH.
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2.9.1. Purificacién de la hidroperdxido liasa.

2.9.1.1. Preparacion y solubilizacion de la enzima.
En la purificacion descrita en el Apartado 3.3.4 de Resultados y Discusion se parti6 de 225
g de aceitunas recolectadas16 semanas después de la floracion que fueron triturados en una
batidora doméstica en presencia de 500 ml de tampén de molturacion (ver Apartado 2.6.1)
y 50g de PVPP lavado con 4cido. La suspension obtenida se filtré a través de dos capas de
tejido Miracloth, constituyendo el extracto resultante el homogenado crudo de aceituna. A
continuacion dicho extracto fue centrifugado a 20000xg durante 30 minutos. El precipitado
se resuspendio en 50 ml de 25 mM TRIS, pH 8,0, 10% glicerol, 7 mM 2-mercaptoetanol,
usando un homogeinizador manual de vidrio, volviéndose a centrifugar a 20000xg durante
15 minutos. Este segundo precipitado se resuspendi6 de nuevo en un volumen de 50 mi 25
mM TRIS, pH 8,0, 10% glicerol, 7 mM 2-mercaptoetanol, 0,5% Triton X-100 (tampon A),
con objeto de solubilizar las membranas bioldgicas contenidas en él. La suspension se
mantuvo 1 h con agitacion en un bafio de hielo y finalmente se centrifugd a 40000xg

durante 20 minutos, constituyendo el sobrenadante la fraccion de membranas solubilizadas.

2.9.1.2. Cromatografia de intercambio ionico.

La fraccion de membranas solubilizadas se introdujo en una columna de cromatografia de
intercambio i6nico DEAE-Sepharosa (150 x 15 mm), equipada con camisa refrigerante a
3°C, equilibrada con tampon A. A continuacion la columna se eluy6 con 310 ml del mismo
tampo6n, a un fluyjo de 1 ml/min, tomandose fracciones de 11 ml a salida de columna.
Seguidamente fue introducido en columna un gradiente lineal de NaCl desde O hasta 0,3 M
en tampo6n A, abarcando un volumen de 120 ml, con el cual se eluyo la actividad HPL.
Finalmente la columna fue eluida con 100 ml de NaCl 0,3 M en tampon A. Las fracciones

activas se combinaron siendo destinadas a purificacion por cromatografia en hidroxilapatito.

2.9.1.3. Cromatografia en hidroxilapatito.

Las fracciones activas combinadas resultantes de la etapa anterior se introdujeron en una
columna de hidroxilapatito (100 x 15 mm), equilibrada con 25 mM fosfato potasico, pH
7,0, 7 mM 2-mercaptoetanol, 0,5% Triton X-100 (tampon B). Acto seguido la columna fue
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eluida con 50 ml de tamp6n B, a un flujo de 1 m/min, recogiéndose fracciones de 10 ml a
salida de columna. A continuacion se introdujo un gradiente de fosfato potasico de 25 a 200
mM en el mismo tampén. Dicho gradiente abarcé un volumen de 100 ml, recogiéndose
fracciones de 2,5 ml a salida de columna. Dos picos de actividad HPL fueron eluidos de la
columna. Las fracciones de mayor actividad de cada pico se almacenaron a 5°C,

procediéndose a continuacion a la caracterizacion de las HPLs presentes en ellas.
2.9.2. Purificacion de la alcohol deshidrogenasa.

2.9.2.1. Preparacion del extracto y concentracion de la actividad.

Una masa de 3 g de polvo acetonico, preparado a partir de aceitunas recogidas 24 semanas
después de la floracidn, se resuspendi6 en 90 ml 50 mM fosfato potasico, pH 7,2, 14 mM
2-mercaptoetanol, 2 mM DTE, 10 % glicerol, utilizando un homogeizador de vidrio. La
suspension resultante fue centrifugada a 27000xg durante 10 minutos. Seguidamente, el
sobrenadante obtenido fue fraccionado por precipitacion con (NH,),SO, segin se indica en
el Apartado 2.6.6. El corte de precipitacion del 30 al 60% de saturacion, conteniendo la
mayor parte de la actividad, fue desalado sobre en una columna PD-10 (Apartado 2.6.7)
frente a 25 mM fosfato potasico, pH 7,2, 7 mM 2-mercaptoetanol, 0,5 mM DTE, 10%

glicerol (tampo6n C) y destinado a purificacion por cromatografia de intercambio 16nico.

2.9.2.2. Purificacion por cromatografia de intercambio ionico.

El corte de precipitacion con (NH4),SO4 obtenido en la etapa anterior fue introducido en
la misma columna de cromatografia de intercambio iénico DEAE-Sephadex utilizada para
la purificacion de la HPL (Apartado 2.9.1.2), equilibrada esta vez con tampén C. Después
de cargar el extracto enzimatico, la columna fue eluida con 50 ml de tampén C, a un flujo
de 1 ml/min, y se tomaron fracciones de 11 ml a salida de columna. En estas condiciones
un primer pico de actividlad NADP-ADH denominado IE-1 fue eluido de la columna. A
continuacion ésta fue eluida con un gradiente de 225 ml desde O hasta 0,2 M de NaCl en
tampon B, resultando la elucion de un segundo pico (IE2) mostrando tanto actividad NAD-
como NADP-ADH. Las fracciones activas correspondientes a los dos picos fueron

combinadas y concentradas por precipitacion con (NH,),SOs, llevando las disoluciones
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enzimaticas al 70% de saturacion en dicha sal.

2.9.2.3. Purificacion por cromatografia de afinidad.

Las fracciones resultantes del paso anterior fueron sometidas a purificacién por
cromatografia de afinidad en una columna Cibacrom Blue-Sepharosa, 10 x 50 mm. El
primer pico de actividad resultante de la cromatografia de intercambio i6nico (IE 1), fue
introducido en dicha columna, previamente equilibrada con tampén C. La columna fue
eluida a continuacion con 40 mi de tampon C, seguido de 40 mi de 1 M NaCl y 40 ml de
1 mM NADPH en el mismo tamp6n, introducidos a un flujo de 1 m/min, recogiéndose
fracciones de 5 ml sin que fuera eluida la actividad de la columna. Finalmente la actividad
NADP-ADH (enzima NADP-ADH I) fue eluida con 50 ml de 3 M NaCl en tampén C. El
segundo pico de actividad resultante de la etapa de purificacion en DEAE-Sepharosa (IE-
2), fue también purificado en la misma columna de afinidad. De esta forma, dicha fraccion
fue introducida en la columna previamente equilibrada con tampén C, y trabajando en las
mismas condiciones que para la anterior fraccion, la columna fue eluida con 50 ml del
tampon C y 50 ml de 0,3 M NaCl en tampén C sin que se recuperase actividad enzimatica
alguna. A continuacion se introdujeron en columna 50 mi de 1 mM NADH en el mismo
tampon, con lo que fue eluido un pico mostrando exclusivamente actividad NAD-ADH
(enzima NAD-ADH). Seguidamente la columna se eluyo con 50 ml 1 M NaCl en tampon
C y finalmente con 50 ml 1 mM NADPH en ¢l mismo tampén, con lo que fue eluido un pico
mostrando exclusivamente actividlad NADP-ADH (enzima NADP-ADH II). Las tres
fracciones activas obtenidas fueron llevadas al 50% de glicerol y almacenadas a —25°C.

2.10. DETERMINACION DE PROTEINA Y CLOROFILA.
2.10.1. Determinacién de proteina.

La determinacion de proteina en extractos enzimaticos se realizé por los métodos que a

continuacion se describen. Todas las muestras se realizaron en duplicado.

2.10.1.1. Método de Bradford (1976).
Este método se empled para extractos enzimaticos libres de Triton X-100. Se tomaron 100
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ul de extracto enzimatico convenientemente diluido hasta un contenido de entre 2y 10 pg
de proteina. A continuacion se afiadieron 2 ml de reactivo de Coomasie, homogeneizandose
la mezcla resultante por agitacion suave. Después de 2 minutos se midi6 la absorbancia a
596 nm. El contenido de proteina se estableci6 por interpolacion de la absorbancia medida
en una recta de calibrado simultaneamente realizada con BSA.

Preparacion del reactivo de Coomasie: Se disolvieron 50 mg de azul brillante de
Coomasie E-250 en 25 ml de etanol, afiadiéndose a continuacion 50 ml de H;PO,4 85 %. La
disolucion resultante se llevd a 500 ml con agua destilada, almacenandose en una botella de

vidrio topacio después de ser filtrada a través de papel.

2.10.1.2. Método de Dulley y Grieve (1975).

Este método es una modificacion del reportado por Lowry ef al.(1951) para muestras
conteniendo Triton X-100. Se parti6 de 0,25 ml de disolucion convenientemente diluida
conteniendo entre 10 y 100 ug de proteina, a la que se afiadié 1,25 ml de disolucion 2 %
Na,COs, 0,1 M NaOH, 0,78 % dodecilsulfato sodico, 0,01 % tartrato sodico, siendo la
muestra rapidamente homogeneizadas en Vortex. Las disoluciones obtenidas se
mantuvieron 10 minutos a temperatura ambiente, afiadiéndose a continuacion 0,125 ml de
reactivo comercial Lowry-Cicateoult al 50 % en agua destilada. Después de 30 minutos a
temperatura ambiente se midi6 la absorbancia a 750 nm. El contenido de proteina se
establecio por interpolacion de la absorbancia medida en una recta de calibrado previamente

realizada con BSA.

2.10.2. Determinacién de clorofila.

La clorofila se determiné por el método espectrofotométrico descrito por Bruinsma (1961).
A 0,2 ml de extracto enzimatico se afiadieron 0,8 ml de acetona, centrifugandose a
continuacion la mezcla resultante a 2000xg durante 2 minutos en el caso de fracciones
enzimaticas de membrana. Seguidamente se midi6 la absorbancia a 652 nm, y se calculé la
concentracion de clorofila considerando que una disolucién de concentracion 1mg/mi de

dicho compuesto da lugar a un valor de absorbancia a 652 nm igual a 26 (Douce et dl.,
1990).
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3.1. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD GLOBAL DE LA RUTA DE LA
LIPOXIGENASA: EXPERIMENTOS CON PRECURSORES
RADIACTIVOS.

Estos experimentos se llevaron a cabo por incubacion de 4cido linoleico marcado con
suspensiones de polvo acetonico de aceituna, con objeto de caracterizar globalmente la ruta
de la lipoxigenasa en los mencionados frutos. El uso de polvo aceténico de aceituna supuso
una serie de ventajas sobre el uso de tejido fresco. Asi, la aceituna, ademas de ser un fruto
rico en polifenoles y pigmentos, compuestos que podrian inhibir las enzimas de la ruta
estudiada (Cohen ef al., 1984; Dohi ef al., 1991; Richard-Forget et al., 1995), posee un
periodo de desarrollo muy largo, que limita la disponibilidad de material biologico fresco
durante gran parte del afio. El uso de polvo acetonico permitio trabajar con un material libre
de lipidos neutros, polifenoles y pigmentos, que son extraidos en la acetona fiia, y que en
las condiciones de almacenamiento empleadas mantiene la actividad bioquimica inalterada
durante meses.

Los substratos utilizados fueron 4cido linoleico marcado en el carbono uno ([1-'*C}-
18:2) o uniformemente marcado ([U-"*C]-18:2). En los experimentos realizados con el
primero se llevo a cabo el andlisis de la incorporacion en compuestos no volatiles, mientras
que en los realizados con el segundo se estudio el marcaje en compuestos volatiles

mediante analisis del espacio de cabeza de los viales de incubacioén.

3.1.1. Experimentos de marcaje con [1-*C]-linoleato.

Los productos de la incubacion de [1-'*C]Hinoleato con polvo acetonico de aceituna fueron
tipicamente hidroperoxidos y oxoacidos, compuestos resultantes de la accion de las enzimas
LOX y HPL sobre el substrato radiactivo. La naturaleza de dichos compuestos, asi como
la influencia de diferentes parametros de operacion sobre la produccién de los mismos se

investigd en estos experimentos.
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Figura 3.1. Influencia del tiempo de incubacion en la formacion de
hidroperéxidos (-®-) y oxoacidos (-O-) a partir de [1-'*C]-18:2 (-
A-). Se empled polvo aceténico de aceitunas preparado a partir de
aceitunas recogidas 20 semanas después de la floracion. Los
resultados son la media de dos determinaciones.

3.1.1.1. Influencia del tiempo de incubacion.

Como primer acercamiento al estudio de la actividad global de la ruta de la ruta de la LOX
se realizo un seguimiento en funcién del tiempo de la produccion de hidroperoxidos y
oxoacidos a partir del precursor marcado. Para ello se analizé la incorporacion en dichos
compuestos que tuvo lugar a lo largo de un intervalo de tiempo de 80 minutos.

Los resultados se muestran en la Figura 3.1. Como puede observarse, se produjo
una rapida incorporacion de radiactividad en hidroperoxidos a tiempos cortos de
incubacién, que fue haciéndose moderada a tiempos mas largos hasta alcanzados 20
minutos, punto en el que comenz6 a disminuir, haciéndose practicamente constante en los

Gltimos 40 minutos. Por el contrario la produccién de oxoacidos se increment6 a lo largo
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del experimento de forma continua y progresiva, observandose los mayores incrementos de
la radiactividad incorporada a tiémpos cortos de incubacion. De estos resultados puede
deducirse que la LOX presente en el polvo acetonico de aceituna actia rapidamente,
produciendo la mayor parte de los hidroperoxidos en los primeros minutos de reaccion. La
actividad LOX disminuyo a lo largo del experimento, haciéndose practicamente nula a partir
de los 20 minutos de incubacidn, como queda reflejado en la curva de precursor, el cual no
registr6 disminucion alguna a partir del tiempo sefialado. Esta rapida pérdida de actividad
puede deberse a la inactivacion por producto de la LOX, reportada para otras fuentes en
trabajos anteriores (Fauconnier y Marlier, 1996). Por otra parte, €l incremento progresivo
de la incorporacion en oxoacidos se debi6 a la accion de la HPL sobre los hidroperoxidos
que a medida que avanzaba la reaccion catalizada por la LOX se encontraban disponibles
en el medio. Al permanecer inactiva dicha enzima a partir del minuto 20, puede observarse
como el incremento en oxoacidos es equivalente a la disminucién de hidroperoxidos,
indicando que la HPL continua catalizando la lisis de estos filtimos.

En base a estos resultados se establecié un tiempo de incubacion de 30 minutos para
los restantes experimentos, debido a que éste es el tiempo aproximado en el que permanece
activa la LOX. Por otra parte, y a efectos practicos, el tiempo normal de batido de la pasta

de aceituna durante la elaboracion de aceite de oliva es, asi mismo, 30 minutos (Alba,
1997).

3.1.1.2. Efecto del pH del medio.

La influencia del pH sobre la ruta de la LOX en frutos de aceituna fue estudiada efectuando
incubaciones del substrato marcado con polvo aceténico en un intervalo de dicho parametro
que abarcé desde pH 4,5 hasta pH 8,0. Para ello se emplearon los tampones acetato sodico,
HEPES, y TRIS a una concentracion de 50 mM. Una misma cantidad de polvo acetonico
se resuspendid a temperatura ambiente en dichos tampones conteniendo 7 mM de 2-
mercaptoetanol y 0,5 % Triton X-100, realizindose las incubaciones como se indica en
Materiales y Métodos (Apartado 2.7.1.). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
3.2. Se registraron incorporaciones tanto en hidroperéxidos como en oxoacidos a todos los
valores de pH ensayados, lo que sugiere que las enzimas responsables de su produccion

poseen un intervalo amplio de actividad respecto a dicho parametro. Las
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Figura 3.2. Efecto del pH sobre la formacion de hidroperéxidos (-M-)
y oxoacidos (-A-) a partir de [1-'*C]-18:2, asi como en la
incorporacion total (-®-). Se emplearon suspensiones de polvo
acetOnico de aceitunas recogidas 20 semanas después de la
floracion en diferentes tampones: acetato sodico (pHs de 4,5 a
5,5), MES (pHs de 5,5 a 6,5) y HEPES (pHs de 6,5 a 8). Cada
punto representa la media de dos determinaciones.

mayores incorporaciones de radiactividad registradas tuvieron lugar a pH 6,5, lo que se
ajusta a la accion de una LOX de caracteristicas similares a la LOX-2 de la semilla de soja
(Apartado 1.5.2.), con un valor de pH 6ptimo semejante al de otros frutos como el tomate
o el pimiento (Minguez-Mosquera et al., 1992; Ealing, 1994). Por otra parte, también se
han descrito HPLs con un 6ptimo de pH similar, como es el caso de las de frutos de
pimiento y tomate que mostraron su actividad maxima a pH 6,0 (Shibata ef al., 1995,

Schreier y Lorenz, 1982).

3.1.1.3. Estudios de especificidad de substrato y posicion.

Las especificidades de las enzimas LOX y HPL de pulpa de aceituna son dos factores clave
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a la hora de justificar bioquimicamente el perfil de volatiles del aceite de oliva virgen. Asi,
en funcion de estos parametros se produciran volatiles de seis o de nueve atomos de
carbono, que conferiran diferentes notas al aroma del producto final (Figura 1.2).

El anélisis de la composicion de‘»'lav,s fracciones de oxoacidos e hidroperéxidos
resultantes de la metabolizacién de [1-'*C]-18:2 puede proporcionar informacién acerca de
la regioespecificidad de la LOX, asi como de la especificidad de substrato de la HPL de la
pulpa de aceituna. El procedimiento empiead{) ’para investigar este punto se describe en el
Apartado 2.7.1.3. Dicho procedimiento implicé la derivatizacion de los oxoacidos
producidos en el medio de incubacion hasta sus correspondientes dinitrofenithidrazonas
(DNPHZs), seguida de la extraccion y fraccionamiento de los lipidos resultantes en placas
de silice impregnadas en PEG-400. En este sistema se produjo la separacion de las DNPHZs
de los oxoacidos de 12 y nueve atomos de carbono, pudiéndose calcular la incorporacién
relativa de radiactividad en estos compuestos asi como en hidropero6xidos totales (Figura
3.3a). Seguidamente, tal y como se describe en dicho apartado, se calcul6 la incorporacion
de radiactividad en los 13- y 9- isémeros dentro de la fraccidon de hidroperoxidos,
cromatografiando sus correspondientes metil-hidroxiésteres en placas de silice (Figura
3.3b). Los resultados se muestran en la Tabla 3.1. El acido 12-oxododec-9(Z)-enoico fue
el Gnico componente de la fraccion de oxoacidos, en la que no se detecto la presencia del

producto alternativo, el acido 9-oxononanoico. Sin embargo, en la fraccion de

Tabla 3.1. Composicion relativa de las fracciones de hidroperoxidos y
oxoacidos producidos a partir de acido linoleico por suspensiones de
polvo aceténico de aceitunas (20 WAF). Los resultados son la media
de dos determinaciones independientes.

Producto Incorporacion relativa (%)
Acido 13-E,Z-hidroperoxilinoléico 212
Acido 9-E, Z-hidroperoxilinoléico 235
Acido 12-oxododec-9(Z)-enoico 563
Acido 9-oxononanoico 0
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Figura 3.3. Cromatografia en capa fina de los productos de la incubacién de una
suspension de polvo acetonico de aceitunas con [1-C}-18:2. (a)
Radiocromatograma de los productos de incubacion después del tratamiento con
2 4-dinitrofenilhidrazina y separados en placa de silice impregnada en PEG-400
con éter etilico: hexano: acido formico (80:20:1). (b) cromatografia en capa fina
de los metil-hydroxiésteres de la fraccion de hidroperoxidos resultante de (a) con
hexano: éter etilico (3:2).
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hidroperéxidos aparecieron cantidades similares tanto del 9- como del 13- isomero. Estos
resultados indican que la HPL de aceituna se muestra estrictamente especifica para catalizar
la lisis de los 13-hidroperoxidos, lo que justificaria la sola presencia del acido 12-0x0-%(Z)-
dodecenoico, asi como la ausencia del acido 9-oxononanoico en la mezcla de reaccion. Este
patron de especificidad de la HPL es el mas comun en el reino vegetal, habiendo sido
reportado para frutos y hojas de distintas especies (Schreier y Lorenz, 1982; Matsui et al.,
1991; Shibata et al., 1995). Por otra parte, en el caso de la LOX, aunque fueron detectados
porcentajes equivalentes de ambos isémeros de posicion, al realizar el computo total de los
mismos incluyendo los que fueron escindidos a 4cido 12-oxododec-9(Z)-enoico, resulté una
alta regioespecificidad para la produccién de 13-hidroperoxidos (77%). De esta forma, las
enzimas LOX y HPL presentes en el fruto de la aceituna poseen la especificidad que cabria
esperar para una eficaz produccion de aldehidos de seis atomos de carbono, resultado que
esta plenamente de acuerdo con la composicion de volatiles del aceite de oliva, donde estos
compuestos son los mayoritarios y los enales de nueve atomos de carbono, asi como sus

productos derivados, estan totalmente excluidos (Morales et al, 1994).

3.1.1.4. Influencia de la temperatura.

El aceite de oliva virgen ha de ser obtenido, por definicion, mediante métodos
exclusivamente fisicos, sin que medie en su manufactura ninguna transformacion quimica
introducida artificialmente con objeto de producir un aumento del rendimiento o una
modificacion de las caracteristicas del producto final. Este hecho limita en gran medida las
posibles modificaciones del proceso, enfocadas a una mejora de la-calidad organoléptica del
aceite, que se puedan llevar a cabo en funcién de las propiedades de las enzimas
responsables de la sintesis de volatiles. De esta forma, dichas modificaciones quedan
supeditadas a la optimacion de los parametros fisicos que afectan a la mencionada ruta
enzimatica. Entre dichos parametros, el que puede ser modificado con mayor facilidad es
la temperatura de operacion en la etapa de batido de la pasta de aceitunas.

El intervalo de temperaturas en el que se efectuaron las incubaciones del substrato
marcado con resuspensiones de polvo acetonico abarcé desde cero hasta 45°C,

incluyéndose asi las temperaturas de batido mas cominmente empleadas por la industria
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Figura 3.4. Efecto de la temperatura sobre la metabolizacion de [1-
“C]-18:2 a través de la ruta de la lipoxigenasa por polvo
acetOnico de aceitunas recogidas 20 semanas después de la
floracion. (-A-) Oxoacidos, (-Q-) hidroperoxidos, (-®-)
incorporacion total. Los resultados son la media de dos
determinaciones independientes.

(Alba, 1997). En la Figura 3.4 se muestra como, sorprendentemente, la metabolizacion del
linoleato marcado se incrementé a bajas temperaturas, alcanzando un méximo a 15°C, y
disminuyendo bruscamente a temperaturas superiores a 25°C. Este comportamiento fue més
acusado si cabe en el caso de la incorporacion de radiactividad en oxodcidos, asociada a
la produccion de aldehidos C6, no siendo tan claro, por otra parte, para la incorporacion
de radiactividad en hidroperéxidos. Estos datos indican que el sistema formado por las
enzimas LOX y HPL de aceituna posee una temperatura 6ptima inusualmente baja para la

degradacion del acido linoleico, implicando una estimulacion de la produccion de volatiles
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a temperaturas menores a 25°C. Por otra parte, no deben descartarse otras posibilidades
como una inactivacion de dichas enzimas a temperaturas de trabajo moderadamente altas
o un posible aumento del O, disponible para la LOX, debido a la mayor solubilidad de dicho
gas a baja temperatura.

Los resultados obtenidos podrian ser interesantes desde un punto de vista
tecnolégico, ya que implican que cambios en un parametro de operaciéon como la
temperatura utilizada durante el proceso de batido inducen una variacion en la cantidad de
volatiles del aceite obtenido, y por tanto, cambios en la calidad organoléptica del producto
final. De esta forma, un aumento de la temperatura de operacion por encima de 25°C con
objeto de obtener un mayor rendimiento inactivaria considerablemente la biosintesis de
aldehidos volatiles, implicando una pérdida de flavor del aceite resultante.

La pérdida de flavor causada por altas temperaturas de batido es un fenémeno ya
conocido por los almazareros, y que aparece descrito en varias publicaciones (Kiritsakis,
1994; Alba, 1997). Hasta la fecha, dicha pérdida de flavor habia sido atribuida a una
supuesta degradacion o volatilizacion de los componentes del aroma. En el presente trabajo
se aporta una justificacion de dicho fenémeno basada en resultados a nivel bioquimico. Mas
adelante, en esta tesis, se profundizara en la influencia de la temperatura sobre la ruta

estudiada, analizando el efecto que dicho parametro ejerce sobre las enzimas LOX y HPL.
3.1.2. Experimentos de marcaje con [U-*C]-18:2.

Los experimentos de marcaje con [U-'“C]-18:2 implicaron la determinacién por radio-CGL
de la incorporacion de radiactividad en compuestos volatiles que tiene lugar a partir del
mencionado precursor. La técnica empleada para la toma de muestras de estos tltimos fue
la de espacio de cabeza estatico (Apartado 2.4.3.1), técnica que si bien resulta sencilla desde
un punto de vista metodologico, plantea serios problemas de sensibilidad y reproducibilidad.
El método desarrollado para subsanar las mencionadas dificultades fue la introduccion de
un patrén interno radiactivo en el sistema, que al tiempo de dar cuenta de la calidad del
muestreo, permita efectuar la cuantificacién de forma reproducible. El patron interno
radiactivo seleccionado fue el acetato de isoamilo por tres razones fundamentales: este

compuesto mostro en el sistema de CGL empleado un tiempo de retencion semejante al
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de los patrones de los compuestos que seran objeto del analisis (hexanal, hexanol, acetato

de hexilo); por otra parte, aunque el acetato de isoamilo aparezca en pequefias cantidades
en el perfil de volatiles del aceite de oliva virgen, esta bien establecido que no se forma a
partir de acidos grasos, sino de aminoacidos (Myers et al., 1970), siendo ademas un
compuesto facil de preparar por reaccion directa de alcohol isoamilico con acetato
radiactivo (ver Apartado 2.5.5).

Una vez seleccionado el patron interno se hubo de establecer cuantitativamente la
distribucion de cada compuesto volatil entre la disolucion acuosa en la que son producidos
y el espacio de cabeza. El reparto de los compuestos hexanal, hexanol y acetato de isoamilo
entre la fase acuosa y el espacio de cabeza fue calculado experimentalmente introduciendo
disoluciones acuosas de concentracion conocida de dichas substancias en los viales de
ensayo y analizando su espacio de cabeza por CGL. Estos viales se calentaron a 70°C para
enriquecer el espacio de cabeza en volatiles y obtener asi una mayor respuesta. El tiempo
necesario para alcanzar el equilibrio entre las fases se estimé en 30 min. En la Figura 3.5 se
muestran las graficas de composicion del espacio de cabeza en funcion de la concentracion
inicial de cada compuesto volatil. Asi, se observo que la relacion entre la concentracion
inicial en la fase acuosa y la composicion final del espacio de cabeza era aproximadamente
lineal. Los valores de las pendientes (Hi) para cada uno de los compuestos ensayados se
muestran en la Tabla 3.2, y son los que se han utilizado para cuantificar los compuestos
volatiles obtenidos en los experimentos de marcaje realizados con [U-'*C]-18:2.

Asi pues, conociendo el valor de Hi de un compuesto volatil dado “i”, puede

establecerse que en el equilibrio:
Cvi :Cai H i (a)

donde C,; es la concentracion en la fase vapor y C,; la concentracion inicial en la fase acuosa

del compuesto dado.

[ 5]

En el caso de que “i” fuera un compuesto radiactivo la concentracion y la

radiactividad se relacionaran a través de la radiactividad especifica (&), de forma que:
R =6C (b)
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Figura 3.5. Relacion entre la composicion de la fase vapor del espacio de cabeza (Cv) y
la concentracion inicial de la fase acuosa (Co), en el equilibrio a 70°C para los
compuestos hexanal (-®-), acetato de isoamilo (-M-) y hexanol (-A-).

donde Ci representa la concentracion y Ri el namero de desintegraciones por unidad de
tiempo y volumen correspondientes a dicha concentracion.

Por otra parte, si un compuesto volatil radiactivo “i” es analizado por radio-CGL,
la sefial obtenida por unidad de volumen de muestra (S) sera directamente proporcional a

Ri, de forma que:

S,’ = ale (C)
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(13431

Asi, en virtud de las ecuaciones c y b, para un componente volatil cualquiera i, asi

({24

como para un patrén interno “p” introducido en el sistema se tendra que:

donde a; y a, seran idénticos si se analiza el mismo isotopo. Al utilizarse en este caso
{inicamente el isotopo '“C se designara a los factores de respuesta simplemente con la letra
a

Por otra parte, si el analisis se realiza a partir del espacio de cabeza de un vial
sellado en equilibrio con una fase acuosa, se tendra que sustituyendo (a) en las ecuaciones

anteriores:

S s

Cop =
H,a0,

Dividiendo ambas expresiones resulta que:

_C_'_oi: SinHp
Cap SpHiei

Tabla 3.2. Constantes H; (relacion entre concentraciones en fase
vapor y acuosa) calculadas para diferentes compuestos volatiles.

Compuesto H;
Hexanal 0,0133
Hexanol 0,0017
Acetato de isoamilo 0,0089
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Sustituyendo (b) en la anterior expresion se tendra que:

_&i _ S i H ¥4

Rop S P H i
con lo que es posible calcular la incorporacion en “i” existente inicialmente en disolucion
acuosa por andlisis del espacio de cabeza si se conocen H,, H,, (Tabla 3.2), S;, S,, (datos de
integracion del radiocromatografo) y R, (radiactividad introducida en el sistema en forma

del patron interno).

3.1.2.1. Experimentos de control.

Como primer acercamiento al estudio de la produccion de volatiles a partir de [U-"C]-18:2
por parte de la pulpa de aceituna se realizé un estudio de validacion del procedimiento
descrito. Esto se llevo a cabo investigando la incorporacion de radiactividad en compuestos
volatiles en una preparacion estandar (Apartado 2.7.2.), una preparacion estandar
conteniendo 20 mM de NADPH y un blanco preparado con extracto enzimatico hervido,
con objeto de comprobar la reproducibilidad del método mediante el estudio de las

desviaciones estandar de los distintos replicados, asi como la posible influencia del cofactor

Tabla 3.3. Incubacién de polvo acetonico de aceitunas con [U-"*C]-
18:2. El medio de incubacion contenia 6 mg de polvo acetonico
en 0,3 ml de tampén MES, pH 6,0, 0.5% Triton X-100, 7 mM
2-mercaptoetanol. Las incubaciones se llevaron a cabo en
triplicado a temperatura ambiente durante 45 minutos.

Incorporacién (pkat/mg prot)

Tratamiento Hexanal Hexanol
Control 0,92+ 0,11 nd
+20 mM NADPH 0,93 +£0,13 nd
Blanco nd nd

nd: no detectado

67



Biosintesis del Aroma del Aceite de Oliva

NADPH en la sintesis de dichos compuestos.

Como se muestra en la Tabla 3.3, el hexanal fue el unico producto volatil formado
a partir del precursor radiactivo, no apareciendo sefial del mismo en la incubacion realizada
con extracto inactivado. Las desviaciones estandar observadas entre los replicados, en torno
al 10%, indican que el método establecido es aceptable para ser empleado en la
cuantificacién de volatiles en experimentos de marcaje. Por otra parte, la ausencia de
incorporacion en compuestos volatiles de nueve atomos de carbono confirma el resultado
obtenido en el estudio de especificidad realizado con [1-'*C]-18:2 en el que no se aprecid

la formacion del oxoacido correspondiente a la lisis de 9-hidroperéoxidos (Tabla 3.1).

3.1.2.2. Curva de substrato.

El estudio de la influencia de la concentracion inicial de precursor sobre la produccion de
volatiles puede suministrar informacion acerca de la concentracion de linoleato que se debe
emplear para obtener la méaxima incorporacion de radiactividad en estos compuestos, asi
como proporcionar un primer acercamiento a los valores de los parametros cinéticos de las
enzimas que participan en la ruta estudiada.

Se realizaron incubaciones a diferentes concentraciones de acido linoleico, en un
intervalo que abarco desde 0,25 mM hasta 4 mM. Las preparaciones se realizaron como se
indica en Materiales y Métodos (Apartado 2.7.2.), afiadiendo a los distintos replicados el
mismo volumen de disolucion de linoleato potasico convenientemente diluida para alcanzar
la concentracion final deseada en cada uno. De nuevo el unico compuesto volatil en el que
se registrd incorporacidn de radiactividad fue el hexanal. Como puede verse en la Figura
3.6 la formacion de hexanal a partir de 18:2 sigue una tipica cinética de saturacion, de
manera que la velocidad de formacion del volatil se increment6 de forma aproximadamente
lineal con la concentracion de acido graso hasta 1 mM, decayendo dichos incrementos a
mayores concentraciones del substrato, sin alcanzar la saturacion a la concentracion maxima
empleada, 4 mM. De estos datos puede derivarse una Km aparente de 8,4 mM, lo que
sugiere que el sistema de produccion de volatiles requiere altas concentraciones de substrato

para su saturacion.

3.1.2.3. Curva de temperatura.
La induccion de la ruta de la LOX a baja temperatura observada en los experimentos de
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Figura 3.6. Efecto de la concentracion de 4cido linoleico sobre la
formacion de hexanal. Se emple6 polvo acetOnico preparado a
partir de aceitunas recogidas 20 semanas después de la floracion
como fuente de enzima. Cada punto corresponde a la media de dos
determinaciones.

marcaje con [1-'*C]-18:2 mediante el estudio de la incorporacion de dicho precursor en
hidroperoxidos y oxoacidos (Apartado 3.1.1.4.), deberia traducirse a su vez en un aumento
paralelo de la produccion de aldehidos volatiles. Para confirmar este punto se estudié la
influencia de la temperatura de incubacion sobre la incorporacion de [U-'*C]-18:2 en
hexanal por parte de resuspensiones de polvo acetonico de pulpa de aceitunas.

Los resultados se muestran en la Figura 3.7, donde puede apreciarse que al igual
que en la anterior curva de temperaturas (Figura 3.4) la méxima incorporacion de

radiactividad tuvo lugar a 15 °C, registrandose un claro descenso de la misma a

69



Biosintesis del Aroma del Aceite de Oliva

. 20
|5
="
= 1.5
s
=
2
=~ 1.0 -
2
&
]
S
2 05
S
=
0.0 -

! l |
0 10 20 30

Temperatura (°C)

Figura 3.7. Efecto de la temperatura sobre la formacion de hexanal a partir
de [U-'"C]-18:2 en hexanal. Se empleé polvo acetonico de
aceitunas (20 SDF) como fuente de enzima. Cada punto representa
la media de dos determinaciones independientes.

temperaturas superiores a 20°C. De esta forma, Los resultados obtenidos con [1-'C]-18:2
fueron reproducidos, confirmandose la influencia que ejerce la temperatura en la biosintesis
de los volatiles que forman parte del aroma del aceite de oliva virgen.

Una vez caracterizado el sistema global de producciéon de aldehidos volatiles
presente en la pulpa de aceituna, se procedio a la caracterizacion individual de cada una de
las enzimas que componen dicho sistema, con objeto de confirmar mediante medidas de
actividad in vitro los resultados obtenidos en los experimentos de marcaje. Asi mismo, se
pretendié establecer una base bioquimica mas amplia para la justificacién del perfil de
volatiles del aceite de oliva, abarcando no solo la biosintesis de aldehidos sino ademas la de

alcoholes y ésteres.
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3.2. LIPOXIGENASA DE PULPA DE ACEITUNA.

La lipoxigenasa (LOX) cataliza la introduccién de una molécula de O, en la secuencia 1,4-
pentadieno de acidos grasos poliinsaturados, proceso que constituye el primer paso dentro
de la cascada de reacciones que da lugar a los compuestos volatiles constituyentes del olor
verde (Hatanaka et al., 1993). En el presente trabajo se planed caracterizar la LOX presente
en la pulpa de aceituna, con objeto de dilucidar su contribucién a la biosintesis del flavor

del aceite de oliva virgen en funcion de sus propiedades y nivel de actividad.

3.2.1. Actividad lipoxigenasa en extractos crudos.

Diversos protocolos de preparacion de esta enzima de acuerdo a trabajos precedentes
fueron probados sin éxito, debido principalmente a la turbidez de los extractos causada por
el alto contenido en lipidos, polifenoles y pigmentos de los mencionados frutos. Finalmente,
la enzima fue detectada en las fracciones membranosas obtenidas por centrifugacion a
40000xg (40 K) y 150000xg (150 K) a través del protocolo de preparacion que se describe
en Materiales y Métodos (Apartado 2.6.1.). Las actividades medidas a lo largo de la
temporada usando écido linoleico como substrato variaron entre 0,5 y 2,5 nkat/mg prot en
la fracciéon de 40 K y entre 1 y 3 nkat/mg prot en la de 150 K, lo que significo una actividad
total de entre 2,5 y 10 nkat/g PF. Estas actividades fueron superiores o del mismo orden
que a las reportadas para otros frutos como el tomate (Bowsher ef al., 1992), manzana
(Kim y Grosh, 1979) o kiwi (Boyes ef al., 1992), a pesar de que, como ya se ha
mencionado, la aceituna es una fuente rica en potenciales inhibidores de la enzima (Cohen
etal., 1984, Dohi et al., 1991, Richard-Forget ef al., 1995). Por otra parte, la aceituna se
diferencia de otras fuentes de lipoxigenasa por poseer una alta actividad asociada a
fracciones subcelulares particuladas, no detectandose cantidades significativas de la misma
en el sobrenadante final del protocolo de centrifugacién ni en sus cortes de precipitacion
con sulfato amonico. Esta situacion se asemeja mas a la descrita para hojas verdes
(Hatanaka et al., 1978), que a la de otros frutos como el tomate o el pepino, donde la

mayor parte de la actividad se ha encontrado en la fase soluble (Wardale y Lambert, 1980;
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Bowsher et al., 1992; Smith et al., 1997).

3.2.2. Distribucidn subcelular de la lipoxigenasa.

Uno de los puntos cruciales a la hora de realizar un acercamiento al rol fisiolégico y la
regulacion de la LOX es el estudio de su compartimentacion dentro de la célula vegetal. Las
LOXs se han mostrado como enzimas muy ubicuas en cuanto a su distribucién, habiendo
sido reportada su presencia en el citoplasma, vacuolas, lisosomas y mitocondrias de tejidos
no fotosintéticos (Wardale y Galliard, 1977, Wardale y Lambert, 1980) asi como en los
cloroplastos de tejidos fotosintéticos (Hatanaka et al, 1978, Bowsher et al, 1992; Blée y
Joyard, 1996).

Por otra parte, dentro de la clasificacion de las LOXs vegetales propuesta por
Shibata et al. (1994) en dos familias (Lox I y Lox 2) con diferentes rasgos estructurales,
aparece un claro sesgo respecto a la localizacion subcelular de las formas pertenecientes a
cada una. Asi, las enzimas asociadas a la familia Lox 2 se caracterizan por poseer un péptido
de transito hacia el cloroplasto. El estudio de estas LOXs cloroplasticas ha tomado cierto
auge en los Gltimos afios, debido a que dichas enzimas son inducibles mediante estimulos
externos (Peng et al. ,1994; Heitz et al., 1997), siendo las responsables de la acumulacion
de acido jasmoénico que se registra tras la rotura de los tejidos (Bell ez al, 1995), lo cual las
implica directamente en la cadena de transduccion de sefiales que activa la respuesta al dafio
fisico y ataque de insectos fitofagos en plantas (Seo et al, 1997). Por otro lado,
investigaciones mas detalladas concernientes a la distribucion de estas actividades dentro
de los cloroplastos apuntan a la existencia de tres formas, una unida débilmente a la cubierta
membranosa, otra unida a los tilacoides y finalmente una forma soluble presente en el
estroma (Blée y Joyard, 1996; Blée, 1998).

El primer acercamiento a la determinacion de la localizacion subcelular de la LOX
en aceituna se llevo a cabo fraccionando un extracto crudo de pulpa de aceituna siguiendo
el procedimiento descrito en el Apartado 2.6.1., a través del cual se obtuvieron sucesivos
precipitados por centrifugacion a 3000xg (3 K), 15000xg (15 K), 40000xg (40) K y
150000xg (150 K) en los que fue determinada esta actividad. La distribucion de la actividad

entre los distintos precipitados se muestra en la Tabla 3.4. Asi, aunque la enzima se detect6d
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Tabla 3.4. Distribucién de la LOX entre las diferentes fracciones membranosas aisladas
a partir de la pulpa de aceituna. Se parti6 de 10 g de pulpa de aceitunas
recolectadas 26 semanas después de la floracion. Las actividades se midieron por
triplicado, usando 4cido linoleico como substrato.

LOX Proteina Clorofila
Fraccion (mg)
(nkat) (%) (mg) (%)
3K 59+0,4 24 21,2 0,12 55
15K 6,4+0,1 26 20,0 0,07 32
40K 4,0+0,4 16 9,6 0,02 9
150K 8,1£0,2 33 16,2 0,01 4

en todas las fracciones ensayadas, fueron especialmente activas las de mayor densidad y
contenido en clorofila, resultado que apunta, aun a falta de un estudio de marcadores
enzimaticos, a la existencia de formas cloroplasticas de LOX en la pulpa de aceituna. Por
otro lado, la fraccion de microsomas (150 K) también mostr6 un alto nivel de actividad
LOX, lo que podria deberse a la presencia de formas de esta enzima de localizacion
diferente. Si estos resultados se confirman, seria de gran interés investigar la posible
induccion de las LOXSs cloroplasticas de aceituna a través de estimulos externos, con vistas

a establecer su papel en los mecanismos de respuesta al estrés de este fruto.
3.2.3. Distribucién histoldgica de la lipoxigenasa.

La pulpa de aceituna posee dos tipos de tejido bien diferenciados, el epicarpo, rico en
cloroplastos, el cual permanece verde durante la mayor parte del desarrollo de los frutos,
y ¢l mesocarpo, de consistencia carnosa, donde tiene lugar la acumulacion de
triacilgliceroles. Las actividades bioquimicas relacionadas con la biosintesis de lipidos han

sido caracterizadas en ambos tejidos, estableciéndose claras diferencias en cuanto a su
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Tabla 3.5. Distribucion de la LOX entre las fracciones membranosas del epicarpo y mesocarpo
de la pulpa de aceituna. Se partio de 5 g de cada tejido, empleandose frutos recogidos
28 semanas después de la floracion. Las actividades se midieron por triplicado, usando
acido linoleico como substrato.

Epicarpo Mesocarpo
LOX Clorofila LOX Clorofila

Fraccion (nkat) (%) (mg) (%) (nkat) (%) (mg) (%)
3K 1,61+001 12,4 0,06 24 1,14+004 89 0,02 8
15K 24402 187 006 24 21103 164 0,02 8
40K 0,91+0,05 7,0 0,05 20 05402 3,9 001 4
150K 1,810,3 14,0 0,02 8 2,41+0,4 18,7 0,01 4

Total 6,7 52,1 0,19 76 6,1 47,9 0,06 24

capacidad de fotosintesis de acidos grasos (Sanchez, 1994).

Los resultados de localizacion subcelular inducen a pensar que han de existir
diferencias en el nivel de LOX presente en los dos tejidos que forman la pulpa de estos
frutos. Para investigar este punto se realizaron preparaciones de pericarpo y mesocarpo de
aceituna, fraccionandose los extractos crudos resultantes por centrifugacion diferencial tal
y como se describe en el Apartado 2.6.2. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
3.5, donde puede apreciarse que no existe diferencia notable entre los niveles de actividad
medidos para ambos tejidos, representando cada uno aproximadamente la mitad de la
actividad total de la pulpa de los frutos. Por otra parte, la actividad se repartié de forma
similar dentro de las diferentes fracciones obtenidas por centrifugacion diferencial,
observandose para ambos tejidos una distribuciéon analoga a la de la pulpa completa (Tabla
3.4). Asi mismo, la aparicion de fracciones activas de alta densidad y bajo contenido en
clorofila en las preparaciones de mesocarpo sugieren que esta enzima se halla unida a
plastos y proplastos no verdes ademas de a cloroplastos fotosintéticamente activos. Una

situacion semejante a esta se describi6 para el caso de la inflorescencia de coliflor (Wardale
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y Galliard, 1977), para la cual se ha establecido recientemente que las fracciones de alta
densidad con actividad LOX estaban constituidas por proplastos, que a pesar de no haberse
desarrollado aun como organulos maduros posefan actividad LOX en sus cubiertas
membranosas.

Los resultados de distribucion histologica de 1a LOX de aceituna difieren, asi mismo,
de los obtenidos en frutos de pepino, donde la actividlad LOX se hallé localizada
principalmente en el epicarpo verde (Wardale y Lambert, 1980; Jang ef al., 1995).

3.2.4. Curvas de pH.

Las LOXs son enzimas que presentan un amplio espectro de valores de pH 6ptimo segiin
su fuente de origen. Asi, se han descrito LOXs con maximos de actividad a pHs muy
alcalinos, como es el caso de la LOX-1 de soja (Axelrod, 1974), aunque los valores mas
comunes entre los publicados se encuentran entre 6,0 y 7,0. Ensayos preliminares mostraron
que la LOX de aceituna no exhibia actividades detectables a valores de pH mayores de 8,0,
por lo que la influencia de dicho parametro se estudié dentro de un intervalo de valores de
pH desde 4,5 hasta 7,5, empleandose los tampones acetato sddico, MES y fosfato potésico.
Dicho estudio se realizo para la actividad presente en los precipitados de 3 K, conteniendo
LOX supuestamente cloroplastica, y 150 K, conteniendo la forma microsoémica, con objeto
de estudiar posibles rasgos diferenciales entre ambas.

Como puede observarse en la Figura 3.8, las curvas obtenidas para ambas
preparaciones presentaron solo pequefias diferencias. Asi, la curva correspondiente al
precipitado de 3 K result6 ligeramente mas ancha, con un intervalo de pH 6ptimo mas
amplio que el exhibido por la LOX presente en el precipitado de 150 K. Los valores de pH
optimo determinados fueron 5,0 para el precipitado de 150 K y entre 5,0 y 5,5 para el de
3 K, ambos algo més bajos que el pH Optimo registrado en los experimentos de marcaje con
[1-"C]-18:2 (Figura 3.2), y muy similares a los descritos para LOXs de otros frutos como
el tomate (Ealing 1994), el pimiento (Minguez-Mosquera et al., 1992) o el pepino (Jang et
al., 1995).

Por otra parte, estos valores de pH son semejantes al del agua de vegetacion

resultante de los frutos de aceituna durante el proceso de elaboracion del aceite, que se sitia
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Figura 3.8. Curvas de pH de LOXs procedentes de diferentes fracciones
particuladas de fruto de aceituna, precipitado de 3K (—) y
precipitado de 150 K (----). Estas enzimas fueron ensayadas
empleando acetato soédico (-®-, -O-), MES (-B-, -00-) y fosfato

potasico (-A-,-A-) como tampones de ensayo para abarcar el

intervalo de valores de pH indicado.

entre 4,0 y 5,0 (Alba, 1997), por lo que la LOX de aceituna actia en una situacion de pH

muy favorable durante las etapas de molienda y batido de la pasta de aceituna.

3.2.5. Especificidad de substrato de la lipoxigenasa.

Los substratos fisiologicos de las LOXs vegetales son los acidos grasos linoleico o
linolénico, entendiéndose por especificidad de substrato a la capacidad relativa de una

determinada LOX para catalizar la oxidacién de cada uno de ellos. Este es un parametro
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Tabla 3.6. Especificidad de substrato de las LOXSs unidas a membranas de alta (fraccion
40 K) y baja densidad (fraccion 150 K). Las preparaciones de membrana se
realizaron con aceitunas recolectadas 27 semanas después de la floracion. Los
resultados son la media de tres determinaciones.

Fraccion 40K Fraccién 150 K
LOX LOX
Substrato (nkat/mg prot) (%) (nkat/mg prot) (%)
Acido linoleico 0,53 + 0,04 54+4 0,8 + 0,04 53+3
Acido linolénico 0,98 + 0,02 100 +2 1,5+0,05 100 +3

de gran importancia en la biosintesis de volatiles ya que en funcién del 4cido graso utilizado
por esta enzima se produciran aldehidos de mayor o menor grado de insaturacion. De esta
forma, a partir del 4cido linoleico se produciran via HPL hexanal 6 3(Z)-nonenal, y a partir
del 4cido linolénico 3(Z)-hexenal 6 3(Z),6(Z)- nonadienal (Figura 1.2.).

Como se muestra en la Tabla 3.6 las LOXs procedentes de las dos fracciones
ensayadas exhibieron especificidades semejantes, siendo ambas unas dos veces mas activas
con el 4cido linolénico que con el linoleico. Este perfil de especificidad es coherente con los
resultados publicados anteriormente, en cuanto a que, por regla general, las LOXs
procedentes de 6rganos fotosintéticos son mas activas con el 4cido linolénico, mientras que
las procedentes de 6rganos no fotosintéticos lo son con el acido linoleico (Grossman et al.,
1971, Hatanaka et al., 1979; Kim y Grosh, 1979; Jang et al., 1995;Yoon y Klein, 1979,
Sanz et al., 1992; Hilbers et al., 1995). Asi mismo, la especificidad de substrato resultante
esta en buena concordancia con la composicion de volatiles del aceite de oliva, donde
predominan las especies insaturadas de aldehidos y alcoholes C6, de las cuales es precursor
el 4cido linolénico (Morales ez al., 1995).

Por otra parte, los resultados aqui obtenidos, junto con los del apartado anterior
concernientes al efecto del pH del medio, muestran que las actividades LOX presentes en
los precipitados de alta y baja densidad aislados de pulpa de aceituna presentan

caracteristicas muy similares, apuntando asi a que se trate de la misma enzima. Esto
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concuerda con los resultados reportados en la literatura, donde se mencionan formas de
LOX unidas débilmente a las membranas de cobertura de cloroplastos y proplastos, que
podrian desprenderse de los mismos durante la preparacion de los extractos pasando a

formar parte de fracciones menos densas (Blée, 1998).

3.2.6. Oxidacién de acidos grasos esterificados.

A pesar de estar sblidamente establecido que los substratos especificos de las LOXs son los
acidos grasos poliinsaturados libres, en los ultimos afios ha tomado importancia creciente
el estudio de la oxidacion catalizada por esta enzima de acidos grasos poliinsaturados
esterificados a glicerolipidos (Kondo et al, 1993), debido principalmente a las potenciales
aplicaciones industriales de esta reaccion (Piazza y Nuifiez, 1995; Piazza ef al. 1996), asi
como a su posible rol fisiolégico en la iniciacién de la B-oxidacion en semillas oleaginosas
en germinacion (Kindl, 1997).

Desde el punto de vista de la biosintesis de volatiles es interesante conocer la
capacidad de la LOX de aceituna para la oxidacion acidos grasos poliinsaturados
esterificados a glicerolipidos, ya que las especies oxidadas resultantes de esta reaccion
podrian representar una fuente alternativa de hidroper6xidos de acidos grasos, una vez
hidrolizadas por accion de una acil-hidrolasa. En particular, se han descrito fosfolipasas muy
especificas que hidrolizan a los acidos grasos con funciones oxigenadas de las membranas
biol6gicas (Bafor ef al., 1991, 1993). Asi, la accion conjunta de la LOX sobre fosfolipidos
de membrana, junto con la de dichas fosfolipasas podria proveer a la HPL de los
hidroperéxidos necesarios para la sintesis de aldehidos volatiles por una via alternativa a la
expuesta en la Figura 1.2. En el presente trabajo se tom6 como substrato modelo de los
lipidos de membrana a la dilinoleoil-fosfatidilcolina (DLPC). La actividad de la LOX de
aceituna con dicho substrato se ensay® mediante el método de Jiang ez al. (1991) en las
condiciones establecidas en el Apartado 2.8.1.2 para acidos grasos libres, empleandose una
concentracion de fosfolipido de 0,25 mM, la cual proveyo de una concentracion final de
fragmentos acilicos idéntica a la del ensayo estandar.

Como primera aproximacion se estudié la peroxidacion con respecto al tiempo del

mencionado substrato por parte de fracciones de microsomas procedentes de aceitunas
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Figura 3.9. Oxidacion de dilinoleoil-fosfatidilcolina por lipoxigenasa de
microsomas de aceitunas recolectadas en diferentes estadios de
maduracion. (-@-) 14, (-A-) 25 y (-l-) 34 semanas después de la
floracion.

recolectadas en distintos periodos de maduraciéon. Como se observa en la Figura 3.9, la
LOX de aceituna fue capaz de catalizar la oxidacion de la DLPC en todos los casos,
hallandose el mayor nivel de actividad en los microsomas de aceitunas inmaduras,
recolectadas 14 semanas después de la floracion.

Una vez comprobada la capacidad de la LOX de aceituna para oxidar acidos grasos
esterificados, se procedié al estudio de la especificidad relativa de esta enzima hacia la
DLPC en comparacion con los acidos grasos no esterificados. Esto se llevd a cabo
ensayando la LOX procedente de una preparacion de microsomas de pulpa de aceituna
(precipitado de 150 K) con DLPC, 4cido linoleico y acido linolénico mediante el método

colorimétrico de Jiang ef al. (1991), empleandose un tiempo de incubacion de 5 minutos
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Tabla 3.7. Especificidad de la LOX de frutos de aceituna.
Comparacion de las velocidades de oxidacion de acidos
grasos libres y esterificados. Se emplearon microsomas
preparados a partir de frutos recolectados 20 semanas después
de la floracion. Cada determinacion se realizo por triplicado.

Substrato LOX %
(nkat/mg prot)

Acido linolénico 1,67 +0,06 100

Acido linoleico 0,77 + 0,04 46

DL-PC 0,01 0,00 1

para los acidos grasos libres y de 40 minutos para la DLPC. Los resultados muestran que
la DLPC fue un substrato muy pobre para la LOX de aceituna en comparacion con los
acidos grasos linoleico y linolénico (Tabla 3.7), dando lugar a actividades del 1% de las
medidas con este ultimo acido graso. Este resultado apunta a que los acidos grasos
poliinsaturados libres son los substratos especificos de la LOX de aceituna, por lo que la
contribucion de la ruta alternativa propuesta en este apartado parece pequeiia o nula, siendo
necesaria por tanto la presencia de acil-hidrolasas que liberen los acidos grasos de los
lipidos de membrana como paso previo a la formacion de compuestos volatiles a través de

esta ruta.

3.2.7. Regioespecificidad de la lipoxigenasa.

Se entiende por regioespecificidad de la LOX a su capacidad para introducir la molécula

de O, en la posicion 13- 6 9- de los acidos linoleico o linolénico, y producir por lo tanto un
isomero posicional de hidroperoxido u otro. Este parametro varia ampliamente en funcion
del origen de la enzima, o incluso de la isoforma estudiada dentro de una misma fuente
(Galliard y Chan, 1980; Axelrod, 1974), pudiendo verse ademas modificado por las
condiciones en las que se lleva a cabo la reaccion de oxidacion (Gardner, 1989). La

regioespecificidad de la LOX, junto con la especificidad de substrato de la siguiente enzima
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de la ruta, 1a HPL, son dos parametros fundamentales dentro del mecanismo de sintesis de
volatiles en las diferentes especies de vegetales, ya que determinan la presencia en mayor
o menor proporcion de aldehidos de seis 6 nueve atomos de carbono y compuestos
derivados, los cuales confieren diferentes notas al aroma que generan.

Los estudios de regioespecificidad de la LOX de aceituna implicaron la incubacién
de écido linoleico o linolénico con fracciones activas preparadas a partir de la pulpa de este
fruto, seguida del analisis por HPLC de los hidroperoxidos resultantes. El procedimiento
utilizado para la produccién de hidroperoxidos fue analogo al descrito en el Apartado
2.5.2.1., empleandose en este caso como fuente de enzima el precipitado obtenido por
centrifugacion a 15000xg (15 K) de un extracto crudo preparado a partir de 10 g de pulpa
de aceituna, y manteniéndose en los medios de incubacion la misma composicion que se
empleo en el ensayo estandar de actividad LOX (Apartado 2.8.1.1).

Los hidroperoxidos obtenidos de las incubaciones fueron purificados por CCF
preparativa (Apartado 2.4.2), metilados con diazometano (Apartado 2.5.1.1) y analizados
por HPLC (Apartado 2.4.4.1). Los resultados de las composiciones de hidroperoxidos
obtenidas se muestran en la Tabla 3.8., y en ellos puede observarse que los isomeros
mayoritarios que en ambos casos se produjeron fueron el 13-ZE y el 13-ZEZ para los acidos
linoleico y linolénico respectivamente, con un contenido del 67 % y 73 % en cada caso. Las
composiciones de hidroper6xidos expresadas en funcion de los isémeros de posicion fueron
de un 78 % de 13-hidroperdxidos frente a un 22 % de 9- en el caso del acido linoleico y de
un 88 % de 13- frente a un 12 % de 9- para el caso del 4cido linolénico. Estos resultados
estan de acuerdo con los obtenidos en los experimentos de marcaje con [1-'*C]-18:2 (Tabla
3.1), los cuales predijeron una regioespecificidad semejante para la LOX de aceituna, con
una produccion de mas de un 70 % de isdmeros 13-. Sin embargo, los resultados aqui
presentados contradicen un estudio de regioespecificidad previo, en el cual se reporta una
produccién mayoritaria de isomeros 9- para la LOX de pulpa de aceituna (Olias et al.,
1993). La causa de esta discordancia puede encontrarse en la metodologia empleada en
dicho trabajo, en el cual se incubaron los correspondientes acidos grasos con extractos
crudos preparados a partir de pulpa de aceituna, por homogeneizacion de la misma con un
tampon conteniendo 0,3 % de Triton X-100. La inclusion de dicho tensioactivo en el medio

extraccion implica la solubilizacion y activacion de la HPL, enzima que en aceituna, como
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Tabla 3.8. Regioespecificidad de la LOX de aceituna.

Isdmero de hidroperéxido formado (%)

Precursor 13-ZE(Z)  13-EE(Z) 9-EZ(Z) 9-EE(Z)
Acido linoleico 67 11 17 7
Acido linolénico 73 15 12 nd

nd: no detectado

se ha demostrado en los experimentos de marcaje expuestos anteriormente, da lugar a la
lisis especifica de los 13-hidroperéoxidos haciendo bajar el pofcentaje de dichos isémeros
(Tabla 3.1), lo que falsea el resultado de regioespecificidad cuando éste implica la sola
determinacion de hidroperoxidos sin atender a la fraccion de oxoacidos. De esta manera,
a la hora de establecer la regioespecificidad de una determinada LOX en una fraccion cruda
se ha de tener precaucion con las posibles actividades metabolizadoras de hidroperoxidos,
y en el caso de la presencia de éstas, llevar a cabo un andlisis
complementario de sus posibles productos. Finalmente, los resultados obtenidos sobre la
regioespecificidad de la LOX de aceituna, se encuentran en buena concordancia con el perfil
de volatiles del aceite de oliva, el cual esta formado mayoritariamente por aldehidos de seis
atomos de carbono y compuestos derivados, que se forman a partir de los isomeros de
hidroperoxido mayoritarios sintetizados por la LOX de aceituna a partir de los acidos
linoleico y linolénico, los 4cidos 13-ZE-hidroperoxilinoleico y 13-ZEZ-

hidroperoxilinolénico.
3.2.8. Curva de temperatura de la lipoxigenasa.

Los inesperados resultados obtenidos en los Apartados 3.1.1.4 y 3.1.2.3, en los que la
biosintesis de aldehidos volatiles se vio estimulada a bajas temperaturas de incubacion,
habian de ser justificados y confirmados mediante medidas directas de actividad de las

enzimas responsables de la formacion de estos compuestos (LOX y HPL). Con este fin, la
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Figura 3.10. Curva de temperaturas de la LOX procedente de microsomas
de aceituna recogidas 34 semanas después de la floracion. El
tiempo de incubacion en los ensayos fue de 30 minutos para
reproducir las condiciones del batido de la pasta de aceitunas. Cada
punto representa la media de tres determinaciones de actividad.

LOX procedente de membranas de pulpa de aceituna fue ensayada dentro de un intervalo
de temperaturas que abarcoé desde O hasta 45°C. Los ensayos se realizaron mediante el
método de Jiang et al. (1991), empleandose un periodo de incubacion de 30 minutos, con
objeto de simular el tiempo de batido de la pasta de aceituna en el proceso de elaboracion
del aceite de oliva virgen. Asi pues, la curva de temperaturas resultante mostré un intervalo
6ptimo de actividad entre 15 y 35°C, sufriendo un abrupto descenso a temperaturas
inferiores o superiores a las mencionadas (Figura 3.10). De esta forma, la LOX de aceituna
es capaz de suministrar eficazmente los precursores de los aldehidos volatiles C6 a la
temperatura Optima observada en los experimentos de marcaje (15°C), aunque estos

resultados no justifican el brusco descenso en la formacion de oxoacidos y hexanal que tuvo
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lugar a temperaturas mayores de 25°C en dichos experimentos. Por tanto, la respuesta de
la LOX de aceituna a la temperatura no justifica por si sola los resultados referidos, lo que
apunta a que la siguiente enzima en al ruta, la HPL, juega un papel crucial en el aspecto del

comportamiento de esta ruta respecto a la temperatura.

3.2.9. Cambios en la actividad lipoxigenasa durante el desarrolio de los
frutos.

El perfil de actividad LOX durante los diferentes estadios de desarrollo de distintos 6rganos
vegetales ha sido investigado en diversas especies con el objeto de realizar un acercamiento
al rol fisiologico de la enzima (Hildebrand y Hymowitz, 1983; Vernooy-Gerritsen e? al.,
1983, Kindl, 1997). En este sentido se han registrado altas actividades LOX en tejidos
inmaduros en desarrollo, estableciéndose una cierta correlacion entre la actividad LOX y
la velocidad de crecimiento del 6rgano estudiado (Ohta et al., 1986; Matsui etal., 1988).
Asi mismo, por analogia con la LOX animal, también se ha relacionado a esta enzima con
los procesos degradativos propios de la senescencia, aunque no se hayan reportado pruebas
directas de esta teoria (Siedow, 1991).

Por otra parte, estudios de la composicion de volatiles en aceites preparados a partir
de aceitunas con diferente grado de maduracién mostraron un descenso general de la
concentracion de los mismos a medida que fueron utilizados frutos méas maduros. Este
descenso se hizo especialmente patente en los aldehidos C6 mayoritarios, el hexanal, 3(Z)-
hexenal y 2(E)-hexenal, cuyas concentraciones descendieron a mas de la mitad durante el
periodo de estudio (Aparicio y Morales, 1998; Olias et al., 1980).

El desarrollo de la aceituna es un proceso que abarca entre siete y ocho meses desde
la fecundacion a la senescencia, siendo uno de los mas largos dentro de las especies de
frutos explotadas comercialmente. En el presente trabajo el estado de maduracion se definié
en funcion de las semanas después de la floracion (SDF), tomandose como semana cero
aquella en que la mitad de las flores hubieron eclosionado. Se ha observado que en la
variedad Picual la acumulacién de triacilgliceroles comienza unas 12-13 SDF, coincidiendo
con la lignificacion del endocarpo, y se prolonga hasta las 25-30 SDF, fecha en la que

comienza a producirse el cambio de color de los frutos (envero), el cual pasa a negro
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Figura 3.11. Cambios en la actividad LOX a lo largo del desarrollo del
fruto de aceituna. La actividad fue medida usando tanto acido
linoleico (-O-) como 4cido linolénico (-@-). Las medidas de
actividad se realizaron por triplicado.

intenso cuatro o cinco semanas mas tarde (Sanchez, 1994).

Los cambios en la actividad LOX durante el desarrollo de los frutos se estudiaron
a lo largo de un intervalo de tiempo que abarco desde 11 hasta 34 SDF. Dichas medidas se
realizaron usando tanto acido linoleico como acido linolénico como substratos. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.11, donde puede apreciarse que la actividad
LOX de la aceituna fue maxima unas 13 SDF, lo que coincide con el endurecimiento del

hueso y el inicio de la acumulacion de aceite, disminuyendo a continuacion con el desarrollo
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y maduracion de los frutos hasta hacerse minima entre 33 y 34 SDF. Perfiles de actividad
LOX semejantes han sido reportados para otros frutos como el tomate o el pimiento
(Bowsher ef al., 1992; Matsui et al., 1997, Riley et al., 1996), los cuales muestran sus
maximos niveles de actividad LOX en los primeros estadios de desarrollo, bajando a
continuacion a lo largo del periodo de maduracion. Por otra parte, el perfil de actividad
expuesto podria explicar el descenso en la concentracion de volatiles que se describe para
aceites elaborados con aceitunas de mayor grado de maduracion Aparicio y Morales
(1998), aun a falta de discutir el perfil de la siguiente enzima en la ruta, la HPL, lo que se

llevaréa acabo en esta misma tesis (Apartado 3.3.8.).

3.3. HIDROPEROXIDO LIASA.

La HPL cataliza la lisis de los hidroperoxidos producidos por la LOX, para generar dos
fragmentos carbonilicos, un aldehido volatil y un oxoacido no voléatil, siendo de esta manera
la primera enzima de la ruta de la LOX cuyos productos son componentes del aroma. Los
aldehidos producidos por esta enzima se hallan presentes en los perfiles de volatiles de
diversas especies de frutos, por lo que desde la década de los 70, cuando fue descrita por
vez primera, ha sido caracterizada para gran nimero de ellos (Phillips y Galliard, 1978; Kim
y Grosh, 1981; Riley et al., 1996).

En el aroma del aceite de oliva virgen los aldehidos de seis atomos de carbono son
los compuestos mayoritarios, dando cuenta de mas del 80 % del total de los volatiles en
todos los trabajos publicados recientemente (Morales et al., 1995; Ranalli y De Mattia,
1997). Dichos aldehidos son productos tipicos de la HPL (hexanal, 3(Z)-hexenal), o
derivados directos de los mismos por isomerizacion (2(E)-hexenal), de forma que en
funcion de los perfiles de volatiles publicados, la HPL parece ser una enzima crucial en el
ambito de la sintesis del aroma del aceite de oliva virgen. En el presente trabajo se
caracterizoé la actividad HPL de la pulpa de aceituna, como parte fundamental dentro del

estudio bioquimico de los mecanismos de produccion de volatiles en dicha especie.
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3.3.1. Actividad hidroperdxido liasa en extractos crudos.

La HPL de aceituna, al igual que las descritas para otras especies vegetales, es una enzima
unida a membrana, de forma que para su estudio se adopt6 el protocolo de extraccion y
fraccionamiento ya referido para la LOX, con la sola diferencia de que las fracciones
membranosas activas (40 K y 150 K), fueron solubilizadas afiadiendo detergente (Triton X-
100) en el tampon de resuspension (ver Apartado 2.6.1.). Sin esta adicion la HPL no pudo
ser detectada in vitro, como ya ha sido reportado para otras fuentes en trabajos anteriores
(Wardale et al., 1978, Vick, 1993).

Como se describe en el Apartado 2.8.2. existen fundamentalmente dos métodos de
ensayo de actividad HPL: el andlisis del hexanal o 3(Z)-hexenal liberado en el medio de
reaccion (Olias ef al., 1990; Shibata ef al, 1995); o la medida de la pérdida de absorbancia
a 234 nm producida por la destruccion del dieno conjugado del hidroperoxido empleado
como substrato, (Kim y Grosh, 1981; Schreier y Lorenz, 1982; Shibata et al, 1995). El
primer método es especiﬁco para la HPL, aunque conlleva un procedimiento experimental
largo y costoso en términos de tiempo. El segundo procedimiento es sencillo y
sensiblemente mas rapido que el primero, aunque la actividad resultante puede verse
falseada por la presencia de otras enzimas consumidoras de hidroperoxidos, como la
hidroperoxido dehidratasa. A la hora de la eleccion de un método de ensayo apropiado, se
llevaron a cabo medidas de actividad en fracciones solubilizadas de membranas de aceituna
usando ambos procedimientos. Como se observa en la Figura 3.12, las actividades
resultantes fueron, salvando el margen de error experimental, esencialmente las mismas
para las cuatro preparaciones ensayadas por ambos métodos. Estos resultados, junto con
la ausencia de cetoles en los experimentos de marcaje con acido linoleico radiactivo indican
que la actividad hidroperoxido dehidratasa no interfiere significativamente en el ensayo de
la HPL, por lo que el método espectrofotométrico, mas rapido y sencillo, fue el adoptado
para la determinacién de esta enzima.

Las actividades HPL oscilaron durante la temporada entre 0,5 y 4 nkat/mg prot en
las fracciones de 40 y 150 K cuando fueron medidas con acido 13-ZE-hidroperoxilinoleico.
En términos de actividad total en el fruto las actividades medidas oscilaron entre 2 y 4

nkat/mg prot, equivalentes a entre 10 y 15 nkat/g PF, actividades sensiblemente mayores
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Figura 3.12. Comparacion de los métodos de ensayo de la HPL. Esta
enzima fue ensayada midiendo la formacion de hexanal (L), asi como
el descenso de la absorbancia a 234 nm del medio de reaccion (M),
usando como fuente de enzima las fracciones crudas de microsomas

preparadas en diferentes estadios de maduracion de los frutos. Todas
las medidas se realizaron por triplicado.

que las determinadas para la LOX (Apartado 3.2.1.), por lo que en principio y en las

presentes condiciones de ensayo, seria esta qltima la enzima que limita la produccion de

aldehidos volatiles en la acettuna.

3.3.2. Localizacion subcelular de la hidroperdxido liasa.

En trabajos precedentes se ha demostrado que en el caso de hojas verdes esta enzima se
encuentra localizada enteramente en los cloroplastos (Hatanaka et al., 1982), y mas
concretamente en las membranas de envoltura de los mismos junto con otras actividades
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metabolizadoras de hidroperoxidos (Bleé y Joyard, 1996). Por otra parte, experimentos
realizados con cultivos celulares de hoja de tabaco apuntaron a la existencia de otra forma
de HPL presente en organulos no fotosintéticos ademas de la forma cloroplastica (Sekiya
et al., 1984). En el caso de frutos la situacion no es tan clara, y ademas de en las
membranas cloroplasticas ha sido detectada su presencia en las membranas citoplasmicas,
aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico (Wardale et al., 1978).

El procedimiento empleado para el estudio de la localizacion subcelular de la HPL
fue totalmente analogo al utilizado para la LOX (Apartado 3.2.2.), siendo los distintos
precipitados resultantes del fraccionamiento de los extractos crudos 3 K, 15K, 40Ky 150
K) solubilizados en este caso con un tamp6n que contenia Triton X-100. La distribucion de
actividad en cada fraccion se muestra en la Tabla 3.9. La mayor parte de la actividad (74
%) fue detectada en las fracciones de mayor densidad, las de 3 Ky 15 K, mientras que el
resto se repartié entre las fracciones menos densas de 40 y 150 K. Como puede observarse,
el nivel de actividad esta en buena concordancia con el contenido de clorofila de fracciones
ensayadas, lo que sugiere una localizacion cloroplastica de esta enzima. Estos resultados

difieren de los publicados para el fruto de pepino, donde la actividad se encontré

Tabla 3.9. Distribucion de la HPL entre las diferentes fracciones de membrana
aisladas a partir de la pulpa de aceituna. Se emplearon 10 g de pulpa de
aceitunas recogidas 26 semanas después de la floracion. Las medidas de
actividad se realizaron por triplicado, empleandose acido 13-EZ-
hidroperoxilinoleico como substrato.

HPL Proteina Clorofila
Fraccion (mg)
(nkat) (%) (mg) (%)
3K 48 +4 42 17,6 0,12 55
15K 37+1 32 20,0 0,07 32
40K 16+0 14 10,8 0,02 9
150K 14+1 12 17,0 0,01 4
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mas ampliamente distribuida entre las distintas fracciones membranosas (Wardale ef al.,
1978), asemejandose mas a la distribucion descrita para hojas verdes, donde la actividad se
encontraba formando parte de las fracciones particuladas de mayor densidad (Hatanaka et
al., 1987).

3.3.3. Distribucidn histoldgica de la hidroperdxido liasa.

En trabajos previos realizados con frutos inmaduros de pimiento se efectuaron estudios de
distribucién histologica de la HPL mediante inmunomarcaje (Shibata et al., 1995), que
indicaron que la enzima se acumula en la epidermis de estos frutos, reforzando la teoria de
un postble rol defensivo de la misma. Estos resultados no se reprodujeron en frutos de
pepino (Wardale ef al., 1978), aunque en este caso se observo que la distribucion de la HPL
procedente del epicarpo verde fue notablemente distinta a la del resto de la pulpa,
hallandose en dicho tejido una preeminencia de la actividad unida a cloroplastos.

La distribucion histologica de la HPL de aceituna se investigé empleando el mismo
procedimiento descrito para la LOX (Apartado 3.2.3.), de forma que una vez separados
convenientemente el epicarpo del mesocarpo de la pulpa de aceituna se estudio la
distribucion de la enzima entre las distintas fracciones obtenidas por centrifugacion
diferencial de extractos crudos preparados a partir de ambos tejidos.

En la Tabla 3.10 se muestra que al igual que en el caso de la LOX la actividad
recogida en las preparaciones realizadas a partir de ambos tejidos fue similar, dando cuenta
cada uno de aproximadamente la mitad de la actividad total en la pulpa. Por otro lado, la
distribucion de la actividad a lo largo de las diferentes fracciones membranosas del
pericarpo y mesocarpo fue semejante a la obtenida para la pulpa completa en los estudios
de localizacion subcelular (Apartado 3.3.2.), no apreciandose correlacion alguna entre el
contenido de clorofila y la actividad HPL cuando se compararon las fracciones procedentes
de cada tejido. Estos resultados parecen indicar que de forma similar a la LOX, la HPL se
haya asociada tanto a cloroplastos como a plastos o proplastos no verdes, confirmando los
estudios de Bleé y Joyard (1996) y Blée (1998) sobre la localizacion de la HPL en estos
organulos. De este modo, los cloroplastos y plastos de pulpa de aceituna unen a su natural

abundancia en acidos grasos poliinsaturados (sobre todo acido linolénico esterificado a
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Tabla 3.10. Distribucién de la HPL entre las fracciones de membrana del epicarpo y
mesocarpo de la pulpa de aceituna. Se emplearon unos 5 g de cada tejido, preparados
a partir de frutos recolectados 28 semanas después de la floracion. Los ensayos se
realizaron por triplicado, empleandose 4cido 13-EZ-hidroperoxilinoleico como

substrato.
Epicarpo Mesocarpo
HPL Clorofila HPL Clorofila

Fraccion (nkat) (%) (mg) (%) (nkat) (%) (mg) (%)
3K 13+1 14,7 0,06 24 9,940,2 11,2 0,02 8
15K 16,610,8 18,7 0,06 24 13,640,1 15,3 0,02 8
40K 90+02 102 005 20 82402 93 001 4
150K 8,810,1 9,9 0,02 8 9,5+0,4 10,7 0,01 4

Total 47,7 53,5 0,19 76 41,2 46,5 0,06 24

galactolipidos) altas actividades LOX y HPL en sus membranas, lo cual apunta a que la
sintesis de aldehidos volatiles en los tejidos de aceituna tiene lugar mayoritariamente en
dichos organulos, donde la proximidad fisica de substratos y enzimas posibilita la rapida y

eficaz metabolizacion de los primeros.

3.3.4. Purificacion de la hidroperdxido liasa.

Como se describe en Materiales y Métodos (Apartado 2.9.1), el primer paso que se llevo
a cabo dentro del protocolo de purificacion de esta enzima fue la separacion por
centrifugacion de la fraccion particulada del extracto crudo de aceituna. Dicha fraccion, que
contenia la mayor parte de la actividad HPL (ver Apartado 3.3.2.), fue seguidamente lavada

por homogeneizacién en un tampén libre de tensioactivo y finalmente solubilizada en un
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Figura 3.13. Perfil de elucion de la HPL de pulpa de aceituna
cromatografiada sobre DEAE-Sepharosa. En el grafico se
representa la actividad HPL (-®-), y el contenido de proteina de

cada fraccion (----). Las fracciones tomadas tuvieron un volumen
de 11 ml.

tampon conteniendo 0.5 % de Triton X-100. La suspension resultante fue centrifugada,
constituyendo el sobrenadante la fraccion de membranas solubilizadas, que fue sometida a
posterior purificacion por cromatografia de intercambio i6nico e hidroxilapatito. En el paso
de aislamiento y solubilizacion de la fraccion particulada se obtuvo un 60% de la actividad
HPL inicial, resultando un enriquecimiento de 22 purificaciones, el mayor de los obtenidos

en las distintas etapas de purificacion empleadas (Tabla 3.11).

3.3.4.1. Purificacion por cromatografia de intercambio ionico.
La fraccion de membranas solubilizadas descrita en el apartado anterior se cargd en la
columna de intercambio i6nico, la cual se eluy6é a continuacion con el mismo tampon

empleado para resuspender las membranas (ver Apartado 2.9.1.2.). En estas condiciones
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Figura 3.14. Perfil de elucion de la fraccion activa HPL recogida de la
columna de intercambio i6nico y cromatografiada en una columna
de hidroxilapatito. En el grafico se representa la actividad HPL (-
®-), asi como el contenido de proteina de cada fraccion (----). Las
fracciones 1-10 tuvieron un volumen de 10 ml, mientras que el
volumen de las restantes fue de 2,5 ml.

la actividad HPL quedo retenida en la columna, siendo seguidamente recuperada mediante
un aumento de la fuerza ionica del eluyente, proporcionado por un gradiente de
concentracion de NaCl desde cero a 0,3 M. Como se muestra en la figura 3.13 casi la
totalidad de la actividad se eluyd a una concentracion salina de 0,2 M, obteniéndose a
continuacion un pequefio pico no totalmente resuelto, conteniendo menos del 5 % de la
actividad total. El perfil de elucion obtenido es muy parecido al descrito por Shibata et
al.(1995) para la HPL de frutos de pimiento, la cual se eluyo igualmente en un solo pico
mayoritario, al que sigui6 de forma analoga otro minoritario. Posteriores estudios sobre la

naturaleza de este tltimo pico mostraron que no correspondia a ninguna forma de HPL.
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Tabla 3.11. Purificacion parcial de HPLs de pulpa de aceituna. La actividad HPL fue
medida usando acido 13-ZEZ-hidroperoxilinolénico (40 pM) como substrato.

Fraccion Proteina  Volumen HPL Factor %
(mg) (ml) (nkat/mg prot)

Extracto crudo 4100 500 1,0 1 100

Membranas solubilizadas 96,6 42 24,7 25 58,5

DEAE-Sepharosa , 11,1 74 41,7 42 11,3

Hidroxilapatito, HPL-I 0,20 2,5 60,8 61 1,98

Hidroxilapatito, HPL-IT 0,18 2,5 58,4 58 1,82

En el presente trabajo no se realizaron mayores averiguaciones acerca de esta actividad.
Las fracciones que componian el pico mayoritario fueron combinadas y destinadas
a purificaciébn por cromatografia en hidroxilapatito. La etapa de purificacién por
cromatografia de intercambio idnico supuso un enriquecimiento equivalente a solo dos
purificaciones (Tabla 3.11), debido principalmente a la pérdida de actividad que tuvo lugar

mientras la enzima estuvo unida a la columna.

3.3.4.2. Purificacion por cromatografia en hidroxilapatito.

La HPL presente en las fracciones activas resultantes de la etapa anterior se carg6 sobre una
columna de hidroxilapatito tal y como se describe en el Apartado 2.9.1.3. En estas
condiciones la actividad HPL quedo retenida en la columna, siendo eluida a continuacion
elevando la concentracion del tampoén utilizado, fosfato potasico, desde 0,025 hasta 0,2 M.
El perfil de elucion resultante se muestra en la Figura 3.14. Dos picos de actividad muy
proximos fueron eluidos, denominandose HPL-I el eluido a una menor concentracion de
tampon y HPL II al que lo hizo a mayor concentracion del mismo. Las fracciones mas
activas correspondientes a cada pico fueron caracterizadas separadamente. Dichas
fracciones fueron purificadas 61 y 58 veces respectivamente respecto al extracto crudo
inicial (Tabla 3.11), con un rendimiento aproximado del 2 % respecto a la actividad total
de partida. Los resultados obtenidos para la purificacion parcial de la HPL de aceituna, en

las tres etapas descritas son similares a los reportados para hojas de té (Matsui ef al., 1991)
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y frutos inmaduros de pimiento (Shibata ez al., 1995). Al igual que en aceituna, en estos
trabajos también tuvo gran importancia el paso de solubilizacion de las membranas,
encontrandose ademas una gran semejanza entre los perfiles de elucion obtenidos en los
mencionados pasos cromatogréficos, indicando asi que las HPLs de diferentes frutos y hojas

verdes tienden a presentar un comportamiento analogo, debido probablemente a una alta

similitud estructural entre ellas.

3.3.5. Especificidad de substrato de las hidroperdxido liasas de pulpa
de aceituna.

La especificidad de substrato de la enzima HPL viene definida por su capacidad para
catalizar la lisis de los diferentes isdbmeros posicionales (13- o 9-) de los hidroperé6xidos
procedentes del 4cido linoleico o linolénico. La preferencia por unos u otros definira el
grado de insaturacion, asi como la longitud de cadena de los aldehidos volatiles que se
producen en la reaccion. De esta forma, a partir de los hidroperoxidos del acido linolénico
se generan aldehidos con mayor grado de insaturacion (3(Z)-hexenal, 3(Z),6(Z)-nonadienal)
que a partir de los del linoleico (hexanal, 3(Z)-nonenal). Por otra parte, a partir de los 13-
hidroperoxidos se forman aldehidos de seis 4tomos de carbono (hexanal, 3(Z)-hexenal)
presentes tipicamente en el llamado olor verde (Hatanaka, 1993), mientras que a partir de
los 9-hidroperéxidos se producen aldehidos de nueve atomos de carbono (3(Z)-nonenal,
3(Z),6(Z)-nonadienal), los cuales dan lugar al tipico aroma de frutos como el pepino o la
pera (Phillips y Galliard, 1978; Kim y Grosh, 1981).

Todas las HPLs descritas hasta la fecha se han mostrado activas con los
hidroperoxidos derivados tanto del acido linoleico como del linolénico, de forma que
generalmente las enzimas aisladas a partir de 6rganos fotosintéticos como hojas o frutos
muestran mayores actividades con los segundos, mientras que las procedentes de érganos
no fotosintéticos son mas activas con los primeros (Sekiya et al., 1984; Vick, 1993). Por
el contrario, las HPLs se caracterizan por presentar especificidad estricta respecto al
isomero posicional de hidroper6xido que utilizan como substrato, de forma que las HPLs

activas con 13- hidroperoxidos no lo son con los 9- y viceversa. La mayoria de las especies
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Tabla 3.12. Especificidad de substrato de las HPLs aisladas a partir de pulpa de aceituna. Cada
valor representa la media de tres determinaciones.

HPL-I HPL-II
(nkat/mg prot) % (nkat/mg prot) %

Substrato

Acido 13-ZEZ-hidrop¢roxilinolénico 46 +2 100 33+2 100
Acido 9-EZZ-hidroperoxilinolénico nd 0 nd 0
Acido 13-ZE-hidroperoxilinoleico 19+4 42 121 38
Acido 9-EZ-hidroperoxilinoleico nd 0 nd 0
nd 0 nd 0

Acido 13-EE-hidroperoxilinoleico

nd: no detectado

vegetales estudiadas poseen HPLs activas con los 13-hidroperoxidos, mientras que
solamente una minoria, representada por los frutos anteriormente mencionados, lo son con
los 9- hidroperoxidos.

Las enzimas parcialmente purificadas se ensayaron con distintos isomeros de
hidroperéxidos preparados por oxidacion de los acidos linoleico o linolénico y purificados
por HPLC tal y como se indica en Materiales y Métodos (Apartados 2.4.3.2.y 2.5.2.). En
la Tabla 3.12 se observa que las dos enzimas purificadas mostraron un perfil de
especificidad muy similar, mostrandose activas anicamente con los 13-ZE-hidroperéxidos
y no presentando actividad alguna con los 9-EZ-hidroperoxidos. Estas enzimas tampoco
se mostraron activas con el acido 13-ZZ-hidroperoxilinoleico, demostrandose asi que no
s6lo la posicion de la funcién hidroperdxido sino ademas la configuracion de los dobles
enlaces que la flanquean juega un papel importante en la interaccion entre la HPL y sus
substratos. Por otra parte, dentro de los 13-hidroperoxidos el que fue mas eficazmente
escindido por ambas isoformas fue acido 13-ZEZ-hidroperoxilinolénico, con el cual ambas
enzimas se mostraron unas 2,5 veces mas activas que con el acido 13-ZE-
hidroperoxilinoleico.

Estos parametros de especificidad son semejantes a los publicados para las HPLs
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de hojas de té y frutos de pimiento, las cuales al igual que las aqui descritas se mostraron
especificas para los 13-ZE o 13-ZEZ hidroperdxidos de los acidos linoleico o linolénico,
exhibiendo ademas preferencia por el acido 13-ZEZ-hidroperoxilinolénico. La diferencia
mas significativa entre estas HPLs y la de aceituna se encuentra en que las primeras
mostraron una actividad con este ultimo substrato relativamente mas alta, resultando ser
unas 10 veces superior a la exhibida con el hidroperéxido derivado del acido linoleico
(Matsui ef al., 1991; Shibata ez al., 1995).

Estos resultados de especificidad resultan coherentes con los obtenidos en los
experimentos de marcaje (Apartado 3.1.1.3), siendo muy importantes a la hora de justificar
bioquimicamente la composicion de volatiles del aceite de oliva virgen, ya que explican la
total ausencia de nonenales y nonadienales en los perfiles de volatiles, asi como la
abundancia de aldehidos C6 dentro de los mismos. Por otra parte, la preferencia de las
HPLs de aceituna por el acido 13-EZ-hidroperoxilinolénico, junto con la especificidad de
la LOX de aceituna para suministrar dicho substrato (Apartado 3.2.5.), explican por partida
doble el predominio de los C6 aldehidos insaturados y compuestos derivados en el aroma
del aceite de oliva virgen, donde dan cuenta de mas del 80% del total de los volatiles

producidos a través de la ruta de la lipoxigenasa (Morales ef al., 1995).

3.3.6. Pardmetros cinéticos de la hidroperdxido liasa.

Para completar el estudio de las HPLs purificadas se llevo a cabo la determinacion de los
parametros cinéticos para sus substratos fisiologicos, los acidos 13-ZE-hidroperoxilinoleico
y 13-ZEZ-hidroperoxilinolénico. Para ambos hidroperdxidos se obtuvieron cinéticas de
saturacion, que se ajustaron al modelo de Michaelis-Menten (Figura 3.15). Los parametros
cinéticos resultantes de cada enzima se muestran en la Tabla 3.13. Los valores de Km
obtenidos se encuentran en el rango micromolar, indicando asi una alta afinidad de la enzima
por sus substratos. Ambas enzimas mostraron el mismo valor de Km (10uM) para el acido
13-ZEZ-hidroperoxilinolénico, mientras que los valores de Km para el acido 13-ZE-
hidroperoxilinoleico resultaron ser mas altos que los anteriores, ademas de diferentes para
cada isoforma; asi, la HPL-I mostré6 un valor de Km de 17 uM, mientras que el

correspondiente para la HPL-II fue de 78 uM. Estos valores estan en buena concordancia
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Figura 3.15. Efecto de la concentracion de los substratos acido 13-ZE-
hidroperoxilinoleico y acido 13-ZEZ-hidroperoxilinolénico sobre
la HPL-I. Las representaciones de dobles inversas se muestran en
el recuadro interior de cada grafica.
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Tabla 3.13. Parametros cinéticos de las HPLs purificadas a partir de pulpa de aceituna.

HPL-I HPL-II
Substrato Km Vmax Km Vimax
(uM)  (Pkat/mg prot) R? (uM)  (Pkatimg prop R?
13-ZEZ-HPLN' 9,6 58,0 0,9988 9,7 34,1 0,9838
13-ZE-HPL? 17,1 23,1 0,9933 78,3 32,1 0,9999

' Acido 13-ZEZ-hidroperoxilinolénico, > Acido 13-ZE-hidroperéxilinoleico

con los reportados para HPLs de otros frutos las cuales también mostraron valores del
orden micromolar (Phillips y Galliard, 1978; Schreier y Lorenz, 1982). Especial paralelismo
se encuentra de nuevo con los frutos de pimiento (Shibata ef al., 1995), a partir de los
cuales también se purificaron dos isoformas de HPL de parametros cinéticos semejantes a

los calculados para las isoformas procedentes de pulpa de aceituna.

3.3.7. Curvas de pH de las hidroperdxido liasas de pulpa de aceituna.

Las dos formas de HPL parcialmente purificadas respondieron de manera similar a los
cambios de pH. Asi, como se muestra en la Figura 3.16., ambas exhibieron un 6ptimo de
actividad a pH 6,0, valor acorde con los resultados obtenidos en los experimentos de
marcaje con [1-'*C]-18:2 (Apartado 3.1.1.2.), y muy similar o idéntico a los reportados para
el tomate (Schreier y Lorenz, 1982), pimiento (Shibata e al., 1995) o pera (Kim y Grosh,
1981). Al disminuir el valor de pH se observé un drastico descenso de las actividades, de
forma que las mismas representaron tan solo entre un 50 y un 25 % de la actividad a pH
optimo en el intervalo de pH de batido de la pasta de aceituna (4,5-5,0), aunque hay que
considerar que gran parte de dicho descenso es debido a la fuerte inactivacion que

experimentaron estas enzimas al ser ensayadas con el tampon acetato sédico.
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Figura 3.16. Curvas de pH de las HPLs parcialmente purificadas a partir
de pulpa de aceituna. Cuatro tampones diferentes se utilizaron para
abarcar el intervalo de valores de pH sefialado, éstos fueron acetato

sodico (-@-), MES (-[1-), PIPES (-A-) y TRIS (-V-). Todos los
puntos representan la media de tres determinaciones.

3.3.8. Curva de temperatura de la hidroperdxido liasa.

Los resultados obtenidos en el Apartado 3.2.8. sefialaban que el incremento de la
produccion de volatiles a baja temperatura observado en los experimentos de marcaje
(Apartados 3.1.1.4. y 3.1.2.3.) no era atribuible a un aumento de actividad LOX, siendo
pueé de esperar que la siguiente enzima de la ruta, la HPL, sea la responsable de dicho
fenomeno.

El comportamiento de esta enzima frente a la temperatura se investigéd simulando
las condiciones utilizadas en los experimentos de marcaje. De esta forma, se opto por el
método de ensayo de punto final basado en la medida de la produccion de hexanal
(Apartado 2.8.2.2.), empleandose un tiempo de incubacion de 30 minutos y el precipitado

de 150 K obtenido a partir de aceitunas recolectadas 34 SDF como fuente de enzima. En
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Figura 3.17. Curva de temperatura de la HPL de pulpa de aceituna. Se
emplearon membranas microsémicas preparadas a partir de frutos
recolectados 34 SDF como fuente de enzima. El tiempo de
incubacion empleado fue de 30 minutos para reproducir el tiempo
de batido de la pasta de aceitunas. Las medidas de actividad se
realizaron por triplicado, empleandose acido 13-ZE-
hidroperoxilinoleico como substrato.

estas condiciones la HPL mostré una curva de actividad frente a la temperatura muy
semejante a las obtenidas en los experimentos de marcaje para la formacion de hexanal a
partir de linoleato (Figura 3.17), mostrando un méximo a 15°C, asi como un claro descenso
de actividad a temperaturas superiores a 25°C. Por tanto, la estimulacion de la sintesis de
volatiles observada a baja temperatura es explicable a partir del comportamiento inusual de
la HPL de aceituna respecto a dicho parametro, el cual no habia sido descrito hasta la fecha
para HPLs de otras fuentes.

Estos resultados sugieren que la disminucion de los componentes del flavor que se
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produce en el aceite cuando la pasta de aceituna es batida a mas de 25°C se debe
principalmente al descenso de actividad HPL que conlleva dicho aumento de temperatura.

Por otra parte, los resultados muestran como la investigacion a nivel basico de rutas
enzimaticas en frutos de aceituna pueden dar una explicacion a fendmenos observados a
nivel industrial en la extraccion del aceite de oliva, abriendo asi posibilidades de mejora de
dicho producto, bien por optimacion de los parametros de operacion en planta, o mediante

modificacion por ingenieria genética de las correspondientes rutas bioquimicas.

3.3.8. Cambios en la actividad hidroperdxido liasa a lo largo del
desarrollo de los frutos.

El estudio de la variacion en los niveles de actividad HPL a lo largo del periodo de
desarrollo de las aceitunas se llevo a cabo de forma similar a la descrita para la LOX
(Apartado 3.2.9.). Se realizaron preparaciones de la enzima de forma periddica durante un
intervalo de tiempo de 21 semanas, abarcando desde 13 hasta 34 SDF. La HPL fue
ensayada usando tanto acido 13-ZE-hidroperoxilinoleico como é&cido 13-ZEZ-
hidroperoxilinolénico como substratos. Los resultados (Figura 3.18) muestran que, aunque
la desviacion tipica resultante de los ensayos fue pequeifia, se encontrd una gran oscilacion
en las actividades medidas a lo largo de la temporada, la cual podria ser atribuida a que, a
diferencia de la LOX, esta enzima no fue ensayada con substratos comerciales de calidad
uniforme, sino con hidroperoxidos preparados en el laboratorio, que al ser compuestos
metaestables podrian haber introducido variabilidad en los resultados. Sin embargo, a pesar
de esta variabilidad, puede observarse que la actividad HPL no presenta una tendencia clara
de variacion a lo largo del desarrollo de las aceitunas, manteniendo un nivel de actividad
semejante durante todo el periodo de estudio. Por otra parte, cabe también destacar que
la especificidad de substrato de la HPL no mostrd cambios considerables a lo largo de todo
el desarrollo de las aceitunas. Estos resultados parecen indicar que el descenso en la
capacidad de produccion de volatiles C6 por parte de la aceituna a lo largo de su desarrollo
(Aparicio y Morales, 1998) no cabria ser atribuido a la enzima HPL, ajustandose mas al

perfil descrito en el presente trabajo para la actividad LOX, la cual, ademas de ser limitante
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Figura 3.18. Cambios en la actividad HPL a lo largo del desarrollo de los
frutos de aceituna. La actividad fue medida usando tanto acido 13-
EZ-hidroperoxilinoleico (-O-)como acido 13-ZEZ-
hidroperoxilinolénico (-®-). Cada punto representa la media de tres
determinaciones.

frente a la HPL en las condiciones de ensayo empleadas, experimenta un claro déscenso a
lo largo de la mayor parte del desarrollo de los frutos. Asi mismo, esta afirmacion ha de ser
mantenida con cautela, ya que el periodo de recoleccion de la aceituna se prolonga mas alla
del periodo de estudio abarcado en esta tesis, por lo que no se ha de descartar un descenso
de la actividad HPL en estadios de desarrollo posteriores, que contribuya, junto con la caida
de actividad LOX, a la disminucion de la concentracion de volatiles en el aceite. Por otra
parte, los perfiles de actividad aqui reportados son similares a los descritos para el tomate,
donde al igual que en la aceituna el descenso de las “notas verdes” de su aroma al avanzar
el grado de maduracion era inicamente atribuible al descenso de la actividad LOX, ya que

la actividlad HPL en este fruto permanece casi invariable en todos los estadios de

103



Biosintesis del Aroma del Aceite de Oliva

maduracion estudiados (Riley ef al, 1996). Por el contrario, en frutos de pimiento se detecto
un descenso general de ambas actividades durante el desarrollo de los frutos, de forma que
los aldehidos de seis atomos presentes en su aroma fueron casi indetectables en las Gltimas

etapas de maduracion (Matsui ef al., 1997).

3.4. ALCOHOL DESHIDROGENASA.

Los alcoholes volatiles de seis atomos de carbono se hallan formando parte del aroma de
diversos productos vegetales (Yamashita ez a/., 1976). En trabajos previos se ha establecido
que estos compuestos provienen de la reduccion via alcohol deshidrogenasa de sus
correspondientes aldehidos, generados a partir de acidos grasos poliinsaturados a través de
la ruta de la lipoxigenasa (Tressl y Drawert, 1973; Yamashita et al, 1977).

Los alcoholes C6 son relativamente abundantes dentro del aroma del aceite de oliva
virgen, dando cuenta de entre un 30 y un 50% del total de compuestos no carbonilicos
presentes en su fraccion de volatiles (Morales ef al., 1995; Ranalli y De Mattia, 1997),
siendo los mayoritarios el hexanol, 2(E)-hexenol y 3(Z)-hexenol o alcohol de hoja. Dichos
compuestos proporcionan al aceite notas de olor verde (Hatanaka ef a/., 1992), y aunque
presentan un umbral de percepcion relativamente alto, su importancia organoléptica se ve
potenciada por su posible contribucion a la sensacion de sabor amargo (Aparicio y Morales,
1998).

En estudios previos destinados a caracterizar la ADH en la pulpa de aceituna no fue
detectada actividad en extractos crudos preparados a partir de ésta, aunque se observo que
discos de tejido de dichos frutos fueron capaces de producir la reduccion de aldehidos
suministrados como substrato (Olias ef al., 1993). En el presente trabajo se estudi6 la ADH
de aceituna a partir de extractos crudos preparados por resuspension de polvo acetonico
de dichos frutos. El uso del polvo aceténico de aceitunas como fuente de enzima supuso
la serie de ventajas ya numeradas en el Apartado 3.1, encontrandose ademas que mientras
los extractos crudos preparados a partir de tejido fresco mostraron tan solo baja actividad
NAD-ADH, en los extractos de resuspension de polvo aceténico se detectaron altas
actividades tanto NAD-ADH como NADP-ADH. Este comportamiento podria deberse a
la presencia en la pulpa de aceituna de algin inhibidor endégeno (Olias et al., 1993)
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susceptible de ser arrastrado por la acetona fria, de forma que su ausencia en el polvo
acetonico posibilitara la deteccidn in vifro de estas enzimas. Las actividades medidas en
extractos crudos de resuspension de polvo acetdnico variaron entre 2 y 15 nkat/mg prot

para la NADP-ADH, siendo la actividad dependiente de NAD unas 20 veces inferior.
3.4.1. Purificacion de las alcohol deshidrogenasas.

Los extractos preparados a partir de polvo acetdnico fueron fraccionados por precipitacion
con sulfato amoénico, tomandose el corte del 30 al 60 % de saturacion como fuente de
enzima para posteriores etapas de purificacion. Dicho corte de proteina contenia el 70 %
de la actividad NADP-ADH, y el 40 % de la NAD-ADH totales presentes en el extracto

crudo, suponiendo un enriquecimiento de 1,8 purificaciones para la NADP-ADH (Tabla
3.14).

3.4.1.1. Purificacion por cromatografia de intercambio ionico.

La actividad ADH presente en el corte de precipitacion con sulfato amonico resultante de
la etapa anterior fue purificada por cromatografia de intercambio iénico en DEAE-
Sepharosa (ver Apartado 2.9.2.2.). Dos picos de actividad se eluyeron de la columna
(Figura 3.19), el primero de ellos (IE1), que no se retuvo en la fase de intercambio, exhibio
solamente actividad NADP-ADH, dando cuenta de aproximadamente el 40 % de la
actividad NADP-ADH total. Un segundo pico de actividad (IE2) fue eluido de la columna
aplicando un gradiente de NaCl de 0 a 0,2 M. Este pico contenia el restante 60 % de la
actividad NADP-ADH, junto con la totalidad de la actividad NAD-ADH.

3.4.1.2. Purificacion por cromatografia de afinidad.

Las fracciones activas de la etapa anterior fueron sometidas a un nuevo paso de purificacion
por cromatografia de afinidad en Cibacrom Blue-Sepharosa (Apartado 2.9.2.3.). La
actividad NADP-ADH presente en el primer pico eluido de la columna de cromatografia
de intercambio i6nico (IE1) se uni6 fuertemente a la columna de afinidad, de forma que no
pudo ser eluida aplicando 1 M NaCl o 1 mM del cofactor NADPH. Finalmente la enzima

se eluyo introduciendo en columna una concentracion de NaCl de 3 M (Figura 3.20a),
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Figura 3.19. Perfil de elucion de las ADHs presentes en la pulpa de
aceituna cromatografiadas por intercambio idnico en DEAE-
Sepharosa. En el grafico se representaron la actividad NADP-ADH
(-®-), NAD-ADH (-O-) y la concentraciéon de proteina en cada
fraccion (----).

obteniéndose un enriquecimiento final de 26 purificaciones (Tabla 3.14). Esta enzima fue
denominada NADP-ADH I. El segundo pico de actividad (IE2), el cual contenia
actividades dependientes tanto de NAD como de NADP fue también cromatografiado en
la misma columna de afinidad. Ambas formas quedaron retenidas en la fase estacionaria, no
pudiendo ser eluidas por una concentracion salina en el tampon de elucion de 0,3 M NaCl.
A continuacion la columna fue eluida con ImM NADH resultando un pico que contenia la
acttvidad NAD-ADH. Seguidamente la columna fue lavada con tampoén 1 M NaCl,
eluyéndose un pico de proteina sin actividad ADH. La actividad NADP-ADH unida a
columna fue finalmente eluida con una disoluciéon 1 mM de su cofactor NADPH (Figura

3.20b). Esta actividad fue denominada NADP-ADH II. Las enzimas NAD-ADH y NADP-
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Figura 3.20. Perfiles de elucion de las ADHs presentes en las fracciones IE1 (NADP-
ADH) e IE2 (NADP-ADH 1 y NADP-ADH) cromatografiadas en una columna
de afinidad Cibacrom Blue-Sepharosa. (-@-) NADP-ADH, (-O-) NAD-ADH, (--
--) proteina.
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Tabla 3.14. Separacion y purificacion parcial de alcohol
deshidrogenasas de pulpa de aceituna. La actividad ADH fue
medida usando hexanal (10 mM) y el piridin nucledtido
indicado (0,2 mM) como substratos.

Fraccion NAD-ADH NADP-ADH
(nkat/mg prot) (nkat/mg prot)

Extracto crudo 0,5 11,6
Corte 30-60% (NH4),S04 0,5 19,3
DEAE-Sepharosa-I 50,8
DEAE-Sepharosa-II 3,3 30,0
Cibacrom Blue

NAD-ADH 294.,6

NADP-ADH 1 300,0

NADP-ADH 11 336,6

ADH II obtenidas en este tltimo paso fueron purificadas 600 y 30 veces respectivamente
respecto a las correspondientes actividades iniciales (Tabla 3.14).

Asi pues, tres isoformas de ADH fueron aisladas partir de los frutos de aceituna.
Dichas enzimas fueron caracterizadas, con el objeto de establecer la contribucion de cada
una de ellas al perfil de alcoholes volatiles del aroma del aceite de oliva virgen en funcién

de sus parametros cinéticos y de especificidad.

3.4.2. Parametros cinéticos de las alcohol deshidrogenasas de
aceituna.

Al ser los alcoholes de seis atomos de carbono los mas abundantes en el perfil de volatiles
del aceite de oliva virgen (Morales ef al., 1995), el hexanal fue tomado como substrato
modelo para la determinacion de los parametros cinéticos de las tres ADHs aisladas a partir

de la pulpa de aceituna. Las tres enzimas mostraron cinéticas tipicas de saturacion al ser

108



1. Resultados y Discusion

Tabla 3.15. Parametros cinéticos de las tres ADHs
purificadas a partir de pulpa de aceituna para el

aldehido hexanal.
Enzima Km Vinax
(mM) (nkat/mg prot)
NAD-ADH 2,10 320
NADP-ADH I 1,90 280
NADP-ADH 11 0,04 740

ensayadas a diferentes concentraciones de dicho substrato (Figura 3.21).

Los parametros cinéticos para el hexanal de las tres ADHs purificadas se muestran
en la Tabla 3.15. De entre ellas, la enzima NADP-ADH II mostr6 la Km mas baja para
dicho substrato (Km = 40 uM), asi como la mayor V.. (740 nkat/mg prot), sugiriendo que
es la isoforma realmente implicada en la generacion de alcoholes volétiles durante el
proceso de extraccién del aceite de oliva virgen. Los parametros cinéticos de esta enzima
para otros substratos carbonilicos asi como para su cofactor, e§ NADPH, fueron
determinados con objeto de llevar a cabo una caracterizacion mas completa de la misma
(Tabla 3.16). Asi, de entre los substratos empleados, esta enzima mostro el valor de Km
mas bajo para el aldehido insaturado 2(E)-hexenal (Km = 12 uM), el cual como ya se ha

sefialado anteriormente, es un intermediario de la ruta de la LOX producido a partir de del

Tabla 3.16. Parametros cinéticos de la enzima NADP-ADH II
para varios substratos.

Substrato Km V max
(mM) (nkat/mg prot)
Propanal 4,400 190
E-2-hexenal 0,012 520
Nonanal 0,030 560
NADPH 0,006 660
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acido linolénico, siendo ademas el componente volatil méas abundante en el aceite de oliva
virgen. Por lo demas, la enzima exhibié un bajo valor de Km para el aldehido saturado
nonanal (Km = 30 uM), el cual no es intermediario de la ruta de la ruta de la LOX, y una
Km muy alta para el aldehido propanal (Km = 4,4 mM). Esta enzima mostro finalmente bajo
valor de Km para el reductor NADPH. Por otra parte, las otras dos enzimas purificadas,
NAD-ADH y NADP-ADH II, mostraron valores de Km para el hexanal mucho mayores
(1,9 y 2,1 mM respectivamente, Tabla 3.15), mostrandose por lo tanto mucho menos
eficaces que la NADP-ADH 11 para catalizar la reduccion de dicho aldehido a bajas

concentraciones del mismo.

3.4.3. Especificidad de substrato de las alcohol deshidrogenasas de
aceituna.

Para completar la caracterizacion de las enzimas purificadas, asi como para intentar definir
su papel en la biosintesis de alcoholes volatiles, dichas enzimas fueron ensayados con una
gama de aldehidos desde dos a nueve atomos de carbono, entre los cuales se incluyeron
intermediarios de la ruta de la LOX procedentes de la degradacion de los acidos linoleico
y linolénico, como el hexanal, 2(E)-hexenal, 2(E)-nonenal y 2(E),6(Z)-nonadienal. De esta
manera, como se muestra en la Tabla 3.17, la isoforma NADP-ADH II mostré las
actividades mas altas cuando fue ensayada con aldehidos producidos por la ruta de la LOX,
siendo el hexanal el substrato mas eficazmente reducido, indicando de nuevo su
participacion directa en la biosintesis de los Alcoholes volatiles presentes en el aceite de
oliva virgen. La otra enzima dependiente de NADP, la NADP-ADH L, no mostré actividad
con aldehidos cortos como el acetaldehido, butanal o propanal, mientras que exhibi6 la
maxima actividad con el aldehido nonanal, el cual no es intermediario de la ruta de la LOX,
y actividades altas para otros aldehidos C-9. Este resultado, junto con el de parametros
cinéticos discutidos en el apartado anterior, sugiere que esta enzima no esta implicada en
la sintesis de los alcoholes de seis 4tomos de carbono presentes en el aroma del aceite de
oliva, sino que, por el contrario, podria estar implicada en la sintesis de los alcoholes de
cadena larga que se precisan para la produccion de ciertos lipidos estructurales y de

recubrimiento. Finalmente, la enzima NAD-ADH mostr6 las mayores actividades con
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Tabla 3.17. Especificidad de substrato de las tres ADHs purificadas a partir de pulpa de aceituna.
Las concentraciones de substrato empleadas fueron de 1 mM para las NADP-ADHs y 10
mM para la NAD-ADH. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Substrato NAD-ADH NADP-ADH 1 NADP-ADH 1I
(nkat/mg prot) % (nkat/mg prot) % (nkat/mg prot) %
Acetaldehido 138 + 17 49 nd 0 nd 0
Propanal 262+2 92 nd 0 85+8 12
Butanal 270+2 95 nd 0 130+ 12 17
Hexanal 280 + 17 100 178 +20 100 730+ 10 100
E-2-hexenal 58+7 21 103 £ 18 58 500 +33 68
Nonanal 75+3 27 778 +20 437 590 £50 80
E-2-nonanal 88+3 31 345+ 8 194 295 +21 40
E-2-Z-6-nonadienal 55+2 19 305+ 33 171 512+ 15 70

aldehidos de cadena corta, mostrandose poco activa con aldehidos de seis o nueve dtomos
de carbono diferentes al hexanal (Tabla 3.17), por el cual mostré ademas una baja afinidad
(Tabla 3.15), excluyendo asi una contribucion significativa de esta enzima a la biogénesis
de los alcoholes y ésteres volatiles presentes en el aceite de oliva virgen.

Asi pues, la NADP-ADH 11, al mostrar el menor valor de Km para el hexanal (Tabla
3.15) de las tres enzimas purificadas, un bajo valor de Km para el 2(E)-hexenal (Tabla 3.16),
ademas de una clara preferencia para utilizar aldehidos de seis 6 nueve atomos de carbono
(Tabla 3.17), parece ser la enzima realmente implicada en la sintesis de los alcoholes
volatiles presentes en el aroma del aceite de oliva virgen. Sin embargo, dentro del patron
de especificidad de esta enzima existe una aparente paradoja, ya que fue muy eficaz a la
hora de reducir aldehidos de nueve atomos de carbono, especies que no se hallan presentes
entre los volatiles del aceite de oliva virgen, debido a la especificidad estricta de la HPL de
la pulpa de aceituna.

Una vez se establecié que la NADP-ADH 1I es la enzima responsable de la
biosintesis de los alcoholes volatiles del aceite de oliva, se procedié a realizar una

caracterizacion mas completa de dicha enzima.
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3.4.4. Curva de pH de la NADP-alcohol deshidrogenasa II.

La influencia del pH sobre esta enzima se investigd ensayando la actividad dentro de un
intervalo de pH entre 6,0 y 9,5, utilizando los tampones PIPES, TRICINA y CHES a una
concentracion de 25 mM. La NADP-ADH II mostr6 un amplio intervalo de actividad en
funcion de dicho parametro (Figura 3.22), exhibiendo su méaxima actividad a un valor de
pH de 8,5. De esta forma, el valor ptimo de pH de esta enzima se haya muy alejado del
pH de la pasta de aceituna, lo que puede ser la causa de la baja conversion de aldehidos a
alcoholes que se registra durante el proceso de extraccion del aceite de oliva, que conlleva

que los primeros sean los compuestos volatiles que predominan en el producto final.

3.4.5. Evolucion de la actividad NADP-alcohol deshidrogenasa II a lo
largo del desarrollo de los frutos.

Para determinar las variaciones de actividad NADP-ADH II a lo largo del periodo de
maduracion se prepararon polvos acetonicos a partir de aceitunas recolectadas en distintos
estados de desarrollo. Dicha actividad fue determinada en extractos crudos, usando hexanal
como substrato a una concentracion de 1 mM. De esta forma, la actividad medida
representa principalmente a la NADP-ADH de menor Km, la NADP-ADH II. Como se
observa en la Figura 3.23, dicha actividad se incremento a partir de las 13 SDF, momento
en que se produce la lignificacion del endocarpo y comienza la biosintesis y acumulacion
de triacilgliceroles, alcanzando un maximo a 25 SDF, justo antes del comienzo de la
maduracion de los mismos, cuando mas de la mitad del aceite ha sido sintetizado y los
frutos estan aun verdes. Después de este punto se observé un descenso de la actividad a lo
largo de del proceso de cambio de color de verde a parpura y finalmente a negro. Estos
resultados coinciden con los datos analiticos reportados por (Aparicio y Morales, 1998;
Olias, 1980), que muestran como el contenido de alcoholes de seis atomos de carbono en
el aceite decrece a medida que aumenta el grado de madurez de los frutos empleados para
su elaboracion. de esta forma el contenido tanto de 3(Z)-hexenol como de E(2)-hexenol

descendi6 a niveles inferiores a la mitad del inicial al pasar de aceitunas verdes a aceitunas
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sobremaduras como materia prima. Asi mismo, también ha de considerarse que el descenso
de la concentracion de alcoholes volatiles del aceite deberia estar ademas influenciado por
la disminucion de la cantidad de substratos disponibles (aldehidos C6) que se registra al

avanzar el estado de maduracion de los frutos (Aparicio y Morales, 1998).

3.6. ALCOHOL ACILTRANSFERASA.

Los ésteres son componentes mayoritarios del aroma de muchos frutos de interés comercial
como la fresa, el platano o la manzana (Pérez ef al, 1992; Tressl y Drawert, 1973; Fellman
et al, 1993), siendo en muchos casos los principales responsables del flavor que los
consumidores les asocian. Estos compuestos se forman a través de la reaccion, catalizada
por la enzima AAT, entre un tioéster de CoA (generalmente acetil-CoA) y los
correspondientes alcoholes volatiles (Harada et al, 1985).

Los ésteres también se hallan presentes en la fraccion de volatiles del aceite de oliva
virgen, siendo los mas abundantes los acetatos de etilo, butilo, y sobre todo de hexilo y
3(Z)-hexenilo, cuya parte alcohdlica procede de la degradacion de acidos grasos
poliinsaturados a través de la ruta de la lipoxigenasa (Hatanaka ef al, 1993). Entre las
familias de compuestos volatiles presentes en el aceite de oliva virgen, los ésteres no
sobresalen desde un punto de vista cuantitativo, dando cuenta de entre un 1 y un 2% del
total de volatiles en dicho aceite (Morales et al, 1995). Sin embargo, los importantes
atributos que aportan al producto, tales como frutados, verdes y dulces (Aparicio y
Morales, 1998) hacen que sea de interés estudiar su formacion.

En experimentos previos destinados a caracterizar la AAT en aceituna (Olias et al ,
1993) se report6 que discos de tejido de dichos frutos fueron capaces de sintetizar ésteres
a partir de acido acético y diversos alcoholes o aldehidos, implicando asi la accidén de las
enzimas ADH, acetil-CoA sintetasa y alcohol aciltransferasa (AAT). El valor de pH 6ptimo
de produccion de ésteres en estas condiciones fue 6,8, mostrando los tejidos estudiados
preferencia para usar alcoholes insaturados como substrato. En el mencionado estudio no
fue posible medir la AAT en extractos crudos de aceituna.

En el presente trabajo se midi6 actividad AAT en cortes de precipitacion con sulfato
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amoénico de las fracciones solubles obtenidas tanto de frutos frescos como de polvo
acetonico de aceitunas. La actividad AAT fue recuperada en el corte del 30 al 60 % de
saturacion, siendo imprescindible, al igual que en el caso de 1a banana (Harada ef al, 1985),
la adicién de Triton X-100 a los tampones de molturacion o resuspension para obtener
posteriormente fracciones activas. Las actividades medidas se encontraron entre 30 y 90
pkat/mg prot, siendo considerablemente mas bajas que las reportadas para otras fuentes
como la fresa (Pérez et al., 1993), o el platano (Harada et al., 1985). Este bajo nivel de
actividad explicaria que, a diferencia de los mencionados frutos, los €steres tengan poca
importancia cuantitativa en el aroma de la aceituna o del aceite de oliva virgen, donde

predominan alcoholes y aldehidos.

3.6.1. Optimacion del ensayo de actividad de la alcohol aciltransferasa.

A diferencia de las anteriores enzimas, la AAT no fue ensayada de forma continua, por lo
que se hizo necesario investigar el rango lineal de tiempo de reaccion y cantidad de extracto

enzimatico para establecer las condiciones dptimas de ensayo.

3.6.1.1. Influencia de la cantidad de extracto enzimitico.

La actividad AAT aument6 de forma aproximadamente lineal al ser ensayada con cantidades
crecientes de extracto enziméatico (Figura 3.24), apreciandose a su vez un aumento paralelo
de la absorbancia de los blancos, lo que sugiere la presencia en dicho extracto de acetil-CoA
esterasas inespecificas, que catalizan la liberacion de CoASH no dependiente de hexanol.
Asi, y sobre la base de los resultados obtenidos se decidié emplear una cantidad de extracto
equivalente a 200 pug de proteina, la cual suministré un nivel de actividad facilmente

detectable con un blanco de baja absorbancia.

3.6.1.2. Influencia del tiempo de incubacion.

La influencia del tiempo de incubacion se establecié mediante medidas periddicas de la
liberacion de CoA-SH dependiente de hexanol en el medio de ensayo estandar durante un
lapso de 80 minutos. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.25, donde se

observa que la liberacion de CoASH dependiente de hexanol con respecto al tiempo se
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ajusté a una curva hiperboélica, cuyo intervalo lineal abarcoé aproximadamente los 10
primeros minutos de reaccién. Por tanto, el tiempo de incubacion en los ensayos
subsiguientes se establecio en 10 minutos, periodo que suministro el maximo incremento

de absorbancia dentro del rango lineal de actividad de la enzima AAT.

3.6.2. Parametros cinéticos.

En trabajos anteriores se ha descrito que las AATs procedente de frutos muestran altos
valores de Km (orden mM) para los alcoholes con los que son activas (Harada ef al., 1985,
Pérez et al., 1992). En el caso de la AAT de aceituna, la actividad creci6 al incrementarse
la concentracion de hexanol en el medio segiin se observa en la Figura 3.26, obteniéndose
una curva que no pudo ser saturada incluso a la concentracion que marca el limite de
solubilidad del substrato en medio acuoso (aproximadamente 35 mM), indicando que esta
enzima posee baja afinidad por el mismo. La curva resultante se ajusté bien al modelo
cinético de Michaelis-Menten (r°=0,9949), resultando un valor de Km para el hexanol de
21 mM (Tabla 3.18), valor alto incluso si se compara con los reportados para otros frutos
como el platano o la fresa. Asi, el primero de éstos mostré un valor de Km de 0,4 mM para
el alcohol i1soamilico (Harada et al., 1985), mientras que el valor de la segunda para el
butanol fue de 3 mM (Pérez et al., 1992).

De forma analoga se estudio la influencia de la concentracion de acetil-CoA. En

Tabla 3.18. Parametros cinéticos de la AAT de aceituna para los
substratos hexanol y acetil-CoA.

Substrato Km Vmax R?
(mM) (pkat/mg prot)

Hexanol 21 128 0,9949

Acetil-CoA 2 213 0,9671

Los parametros cinéticos del acetil-CoA fueron calculados usando
hexanol como substrato a una concentracion de 20 mM.
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Figura 3.26 Influencia de la concentracion de hexanol en la actividad AAT
de aceituna. En el recuadro interior se llevd a cabo la
representacion de dobles inversas de los mismos resultados. Cada
ensayo se realizé por duplicado.

este caso se obtuvo un valor de Km de 2 mM, muy superior al reportado para AATs de
platano y fresa, las cuales fueron de 50 y 65 pM respectivamente (Harada ef al., 1985,
Pérez et al., 1992). De cualquier modo, estos resultados han de ser tomados con cautela,
ya que se comparan parametros cinéticos de enzimas parcialmente purificadas con los de
una enzima presente en una fraccién cruda, de manera que se ha de esperar que el valor de
Km que muestra la AAT de aceituna se acerque a los valores mencionados después de

sucesivas purificaciones.
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Figura 3.27. Curva de pH de la AAT de aceituna. Tres tampones
diferentes se emplearon para abarcar el intervalo de valores de pH

sefialado, acetato sodico (-O-), HEPES (-®-) y TRIS (-A-).
3.6.3. Curva de pH de la alcohol aciltransferasa.

Los valores de pH 6ptimo publicados para AATs de otras fuentes resultaron por lo general
alcalinos, situandose entre 8,0 y 8,5 (Harada et al., 1985; Pérez et al., 1992; Fellman et al.

1993). Estos datos contrastan con el valor de pH doptimo reportado para la formacion de
ésteres por discos de pulpa de aceituna a partir de acetato y hexanal (Olias et al.,1993), el
cual fue ligeramente acido.

En el presente trabajo se investigé la curva de pH de la enzima AAT presente en
extractos de pulpa de aceituna libres de células. Como se muestra en la Figura 3.27, el valor
de pH optimo de esta enzima resulté ser 7,5, valor que se acercd mas a los optimos
reportados para otras especies como el platano o la fresa (Harada et al., 1985; Pérez et al.,
1992), que al descrito para discos de tejido de pulpa de aceituna (Olias ef al., 1993). Esta

diferencia en los valores de pH 6ptimo entre la AAT medida in vitro y la produccion de
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ésteres resultante de experimentos in vivo podria provenir de que en el segundo caso se
ponen en juego otras reacciones y procesos, como son la sintesis de los alcoholes y acetil
CoA, asi como el transporte de los substratos al interior de las células. Por otra parte, la
actividad AAT disminuy6 hasta alcanzar el limite de deteccion in vitro a valores acidos de
pH, tipicos de la pasta de aceituna, apuntando a que la actividad de esta enzima se
encuentra seriamente restringida durante el proceso de elaboracion del aceite de oliva, lo

que contribuye al bajo contenido en ésteres del producto resultante.

3.6.4. Especificidad de substrato de la alcohol acetiltransferasa.

Un parametro importante a la hora de justificar la composicion de ésteres volatiles del
aceite de oliva es la capacidad de la enzima AAT para utilizar como substrato diferentes
alcoholes. Por ello, la AAT de aceituna fue ensayada con una gama de alcoholes desde uno
hasta seis atomos de carbono, entre los que se incluyeron alcoholes ramificados (3-
metilbutanol) y alcoholes procedentes de la degradacion de acido linoleico 6 linolénico a

través de la ruta de la LOX (hexanol, 2(E)-hexenol y 3(Z)-hexenol). Como se muestra en

Tabla 3.19. Especificidad de substrato de la AAT de pulpa de
aceituna. Las actividades dadas son la media de dos

determinaciones

Substrato AAT Actividad relativa
(pkat/mg prot) (%)

Metanol nd 0

Etanol nd 0

Butanol 1246 1618

3-Metilbutanol 1242 1613

Hexanol 94420 100220

3(Z)-Hexenol 80x10 8610

2(E)-Hexenol 4242 4543

nd: no detectado
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la Tabla 3.19, la AAT mostr6 la maxima actividad con los substratos hexanol y 3(Z)-
hexenol, actividades menores con el 2(E)-hexenol, butanol y 3-metilbutanol, y nulas para
alcoholes mas cortos como el etanol o metanol. Este perfil de especificidad es similar al
encontrado en la enzima de fresa (Pérez ef al., 1993), en el cual el hexanol fue el substrato
con el que la enzima mostrd una mayor actividad, con la unica diferencia de que en este
caso los alcoholes insaturados C6 se mostraron como substratos muy pobres. Por otra
parte, la especificidad de substrato de la AAT de aceituna da cuenta de la composicion de
ésteres volatiles del aceite de oliva virgen, en el cual predominan el acetato de hexilo y el
acetato de 3(Z)-hexenilo (Morales e al., 1995), ésteres derivados de los alcoholes con los
que esta enzima mostré su actividad maxima. Sin embargo, la especificidad de la AAT no
explica la biosintesis del acetato de etilo, volatil cominmente detectado en la fraccion de
¢ésteres del aroma del aceite de oliva virgen, lo que parece indicar que dicho compuesto es

sintetizado a través de una ruta alternativa.
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1.- La pulpa de aceituna posee las enzimas necesarias para la degradacion de linoleato a
través de la ruta de la lipoxigenasa. Los experimentos de marcaje con linoleato radiactivo
mostraron que el sistema responsable de dicha degradacion posee una clara especificidad
para la produccién de 13-hidroperoxidos (77%), asi como especificidad estricta para la
produccién de acido 12-0x0-9(Z)-dodecenoico y hexanal como unicos productos en las
fracciones de oxoacidos y aldehidos volatiles. Por otra parte, la metabolizacion de linoleato
marcado a través de la ruta de la lipoxigenasa en pulpa de aceituna se vio influenciada por
el pH y la temperatura, produciéndose las méaximas incorporaciones en productos de

oxidacion a pH 6,5 y 15°C.

2.- La actividad lipoxigenasa se concentré en las fracciones particuladas de la pulpa de
aceituna, no detectandose niveles significativos de la misma en la fase soluble. Asi mismo,
esta enzima mostré un pH éptimo de 5,0, siendo dos veces mas activa con el acido
linolénico que con ei acido linoleico. La lipoxigenasa de aceituna fue capaz, ademas, de
oxidar a la dilinoleoil-fosfatidilcolina, aunque a una velocidad muy inferior a los
correspondientes acidos grasos no esterificados, resultado que parece indicar que es
necesario el concurso de una acil-hidrolasa que suministre a la lipoxigenasa sus substratos
especificos, los acidos grasos poliinsaturados libres. Por otra parte, esta enzima mostro una
temperatura optima de 25 °C, con una clara preferencia para la produccién de 13-

hidroperoxidos (70-80%) a partir de los acidos linoleico y linolénico.

3.- La hidroperéxido liasa de aceituna es una enzima unida membrana, que es preciso
solubilizar con Triton X-100 para su ensayo in vitro. Esta enzima se haya localizada en las
fracciones de membrana de alta densidad de la pulpa de aceituna, siendo su nivel de
actividad independiente del tejido (epicarpo o mesocarpo) empleado en la preparacion. Este
tltimo resultado parece indicar que tal y como ocurre para otras fuentes, la hidroperoxido
liasa se haya localizada en las membranas de los cloroplastos y plastos presentes en la pulpa
de estos frutos.

Es de interés subrayar que, la hidroperoxido liasa de aceituna mostr6 su actividad
maxima a una temperatura anormalmente baja, 15°C, resultado que explica que ésta sea la

temperatura a la que se produce una mayor transformacion del precursor en los
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experimentos de marcaje.

4.- Dos hidroperoxido liasas de caracteristicas similares fueron parcialmente purificadas a
partir de la pulpa de aceituna por cromatografia de intercambio idnico e hidroxilapatito.
Ambas mostraron su maxima actividad a pH 6,0, asi como especificidad estricta hacia los
13(S)-ZE(Z)-hidroperoxidos. Por otra parte, estas enzimas se mostraron 2,5 veces mas
activas con el acido 13(S)-ZEZ-hidroperoxilinolénico que con su homologo el acido 13(S)-

ZE-hidroperoxilinoleico, exhibiendo parametros cinéticos similares para ambos substratos.

5.- La pulpa de aceituna posee actividad alcohol deshidrogenasa dependiente tanto de NAD
como de NADP. Tres isoformas de esta enzima fueron parcialmente purificadas mediante
cromatografias de intercambio ionico y afinidad a partir de la fraccion soluble de la pulpa
de estos frutos, dos de ellas dependientes de NADP, y una dependiente de NAD. Sobre la
base de su nivel de actividad, asi como su alta afinidad y especificidad hacia los aldehidos
de seis atomos de carbono (hexanal y 2(E)-hexenal), se establecié que la isoforma llamada
NADP-alcohol deshidrogenasa II es la realmente responsable de la biosintesis de los
alcoholes volatiles presentes en el aceite de oliva virgen. Dicha enzima mostré un pH

optimo de 8,5, con un maximo de actividad a las 25 semanas después de la floracion.

6.- La actividad alcohol aciltransferasa fue detectada en preparaciones de la fraccion soluble
de la pulpa de aceitunas maduras. Esta enzima mostr6 un pH 6ptimo de 7.5, y baja afinidad
por los substratos hexanol y acetil-CoA. De entre los distintos substratos con los que fue
ensayada, la alcohol aciltransferasa de aceituna mostré su maxima actividad con los
alcoholes de seis atomos de carbono hexanol y 3(Z)-hexenol, exhibiendo actividades mas

bajas con los de cadena mas corta butanol y 3-metilbutanol, y nulas con el etanol y metanol.

7.- La regioespecificidad de la lipoxigenasa de pulpa de aceituna para producir
mayoritariamente 13(S)-hidroperoxidos, junto con la especificidad estricta de la
hidroperoxido liasa de dicha fuente para catalizar la lisis de los mismos, son la causa de que
los aldehidos de seis 4tomos de carbono sean los principales componentes del aroma del

aceite de oliva virgen. Por otra parte, la especificidad de substrato de ambas enzimas,
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explica la preponderancia de los hexenales sobre el hexanal dentro de la fraccion de volatiles

de dicho aceite.

8.- La especificidad de substrato de las enzimas NADP-alcohol deshidrogenasa y alcohol
aciltransferasa de la pulpa de aceituna da cuenta de la composicion de alcoholes y ésteres
volatiles del aceite de oliva virgen. Asi, la primera mostro alta especificidad por el hexanal
y el 2(E)-hexenal, mientras que la segunda lo hizo por el hexanol y el 3(Z)-hexenol. Como
consecuencia, el hexanol, el 2(E)-hexenol, el acetato de hexilo y el acetato de 3-hexenilo
son las especies predominantes en las fracciones de alcoholes y ésteres que forman parte del

aroma del aceite de oliva virgen.

9.- La anémala curva de temperatura que mostro la enzima hidroperoxido liasa hace que
la biosintesis de volatiles por parte de la pulpa de aceituna se estimule a bajas temperaturas,
mostrando su 6ptimo a 15°C, y se inhiba a temperaturas mayores de 25°C. Este fenomeno
puede ser la causa de que una alta temperatura de batido durante el proceso de elaboracion
del aceite de oliva virgen produzca una pérdida de flavor en el producto final como

consecuencia de la inhibicion de la ruta de la ruta bioquimica productora de volatiles.

10.- La disminucion de la concentracion de aldehidos volatiles que se registra al emplear
aceitunas de mayor grado de maduracién como materia prima para la elaboracion de aceite
de oliva virgen, puede deberse a la disminucion de la actividad lipoxigenasa que se produce
a lo largo del desarrollo de estos frutos. Paralelamente, la disminucion del contenido de
alcoholes es atribuible ademas al descenso de la actividad NADP-alcohol deshidrogenasa

I que se produce durante el proceso de senescencia de la aceituna.

11.- Sobre la base de los resultados obtenidos se infiere que los componentes mayoritarios
del aroma del aceite de oliva (aldehidos, alcoholes y ésteres de alcoholes de seis atomos de
carbono) son sintetizados a partir de 4cidos grasos poliinsaturados a través de la ruta de la
lipoxigenasa. Por tanto, la composicion de la fraccion de volatiles que confiere al aceite su
caracteristico aroma est4 fuertemente condicionada por las propiedades y nivel de actividad

de las enzimas que forman parte de dicha ruta.
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