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1.— INTRODUCCION Y OBJETIVOS



INTRODUCCION

Uno de Tlos principales caracteres organolépticos de los
alimentos vegetales, que puede determinar su aceptabilidad o rechazo,
es la textura. Por esta razén, entre los objetivos méds importantes de
su conservacién y procesado industrial, figura el de mantener esta

dentro de unos margenes que sean aceptables comercialmente.

Parece evidente que el proceso de pérdida de textura, aun
cuando no estad totalmente dilucidado, estd4 asociado a modificaciones
de los polimeros que constituyen la pared celular, que es la encargada
de dar consistencia a la célula. Estas modificaciones pueden ser
debidas a acciones enzimaticas, si se trata de productos en fresco, o
a la accién conjunta de enzimas y otros agentes quimicos ta]és como
41calis, 4cidos etc., si se refiere a productos procesados
industrialmente. E1 conocimiento de estas modificaciones y sus causas
constituye un tema de investigacion basico-aplicada del mayor interés,
por las repercusiones que tiene sobre la calidad de los alimentos

vegetales y sobre la economia de los procesos.

La pared celular contiene moléculas de celulosa organizadas
en fibrillas y rodeadas de una matriz de pectinas, hemicelulosas y
lignina. Los detalles estructurales son poco conocidos y no estd
determinada exactamente la forma en que estén asociados los distintos
polimeros. Hasta el momento 1os Unicos datos que aparecen confirmados
son que la celulosa se halla rodeada de una cubierta de xiloglucano,

unidos a ella por enlaces de hidrégeno, y que algunas cadenas
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laterales (normalmente galactanos Yy arabinogalactanos) de 1las
sustancias pécticas actian de nexos de unién de éstas con la celulosa

dando asi coherencia a la pared celular.

Haéta hace algunos afios los enzimas mds estudiados en
relacién con el ab]andam1énto de frutos eran los pectinoliticos. Sin
embargo, a medida que se profundiza en el conocimiento de la
estructura de la pared, aparecen mis evidencias experimentales que
indican que su degradacién es un proceso complejo que requiere la
accién conjunta de estos enzimas con hemicelulasas, celulasas y
glicosidasas. En la mayoria de frutos estudiados hasta ahora
(manzanas, fresas, tomates mango, pepinillos, kiwi, papaya, pera etc.)
se encuentra un modelo de cambio comin dufante la maduracién
~ caracterizado por un periodo inicial en el que se produce una
importante pérdida de galactosa y arabinosa sin que haya degradacién
aparente de las cadenas de poligalacturonanos, seguido de una
disminucién de la longitud de las cadenas de 4cido poligalacturénico.
Este hecho 1leva a pensar que previa a la solubilizacién de las
sustancias pécticas, debe existir una reduccién importante de las
cadenas laterales de estos polimeros, siendo los responsables Tlos

enzimas glicosidasas y hemicelulasas.

En la unidad Estructural de Biotecnologia de Alimentos del
Instituto de la Grasa y sus Derivados, se 1leva varios afios estudiando
los posib]és enzimas que inciden en el ablandamiento de aceituna de

mesa, tanto pectinoiiticos como celuloliticos. Dentro de esta 1inea de
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investigacién el presente trabajo se centra en estudiar los cambios
que se producen en los componentes de las paredes celulares de
vegetales, asi como en determinar 1la posible incidencia de
hemicelulasas y glicosidasas en el proceso de degradacién de dicha
pared. Este estudio contribuird a dilucidar los mecanismos enzimaticos
implicados en 1a degradacion y abordar mds efectivamente la resolucién
de los problemas que, a escala industrial, presenta la pérdida de

textura de 1a aceituna de mesa.

OBJETIVOS

1.~ Estudiar las modificaciones que sufren los polisacaridos
de la pared celular de la aceituna durante su maduracion.

2.— Examinar los enzimas implicados en la degradacién de
dichos polisacaridos.

3.- Relacionar las modificaciones de la pared celular con los

cambios de textura.



2.— ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS



2.1.- PARED CELULAR

Las células vegetales presentan, rodeando a la membrana
plasmatica, otra muy gruesa y consistente (hecho que no ocurre en 1as
células animales) que recibe el nombre de pared celular. Es una
estructura dindmica en cuanto a su composicién, forma y propiedades,
que va cambiando como respuesta al crecimiento de la planta, estado de

diferenciacién, desarrollo de las células y funcién de las mismas.

La pared celular constituye un sistema tampén entre el medio
y el contenido protoplasmiatico que interviene de multiplies formas en
la vida de los tejidos y de 1os érganos. Es el compartimento de donde
el citoplasma toma las diversas sustancias necesarias para su
metabolismo y excreta los compuestos que elabora. Permeable al agua y
a los metabolitos, la pared se opone a la presién osmética interna y
asegura la turgencia y el mantenimiento del organismo. La pared de
células jévenes de tejido meristematico es capaz de crecer en longitud
de forma muy répida, esto le obliga a ser al mismo tiempo resistente
y extensible, 1o que impliica una organizacién y unos mecanismos
reguladores muy precisos. Una vez que el crecimiento ha cesado, tienen
lugar unas modificaciones estructurales y quimicas que contribuyen a
dar a la célula su especificidad funcional dentro de un determinado

tipo de tejido.

Constituye una capa relativamente gruesa, pudiendo 1legar
a medir varias micras de espesor, de un orden de magnitud de 10* A,

mientras que el plasmalema tiene un espesor del orden de 100 A.
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E1 microscopio foténico permite distinguir tres zonas bien
diferenciadas en la pared de una célula desarrollada: ldmina media,

pared celular primaria y pared celular secundaria (Figura 1).

La 14mina media se forma durante la citocinesis o divisién
del citoplasma, etapa final del proceso de la divisién celular,
constituyendo un tabique separador de las células hijas, el cual crece
en didmetro hasta establecer contacto con la 14mina media de la célula
madre. Es muy rica en pectinas y no presenta ningin tipo de ordenacion

de las moléculas, es coloidal y épticamente inactiva.

Una vez formada la l14mina media empiezan a depositarse a
ambos lados de la misma otros hidratos de carbono, fundamentalimente
celulosa, segregados por tas dos células hijas éontiguas gue estén
separadas por aquella, formandose 1a pared celular primaria. Al mismo
tiempo que se da un engrosamiento de la pared, se tiene que dar un
crecimiento en superficie para permitir el de la célula. El mecanismo
segln el cual se produce es complejo y no es aun totalmente conocidq
precisdndose de la accién de diversas hormonas vegetales. En la pared
primaria, al igual que ocurre en la ldmina media, no existe una
ordenacién de las moléculas, por lo cual es también O6pticamente

inactiva.

Cuando la célula ha dejado de crecer, pueden empezar a
depositarse sobre la pared primaria cubiertas de celulosa en las

cuales las fibras se disponen con una orientacién determinada,



Figura 1.- Esquema de las distintas regiones de la pared celular.
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formdandose 1a pared secundaria. Son paredes suplementarias, cuya

funcién primordial es mecénica (Monties, 1980 ) (Figura 2).

2.1.1.~ Composicidn quimica.

Desde el punto de vista quimico, los principales
constituyentes de la pared se pueden clasificar en a) Polisacdridos
(celulosa, hemicelulosas y sustancias pécticas), b) Glicoproteinas, c)
Ligninas y ésteres fendélicos y d) Complejos lipidicos (gomas, cutina

y suberina).

La proporcién relativa y la composicién de 1los distintos
polimeros varia ampliamente, dependiendo del tipo de planta analizada,

del tejido y del grado de desarrollo de la célula.

2.1.1.1.- Celulosa.

La mayor parte de la guimica de l1a ceiulosa se ha estudiado
en algoddén y madera. La estructura basica, esquematizada en la figura
1, estd constituida por residuos de R-D-glucosa unidos mediante
enlaces glicosidicos desde el carbono 1 de un residuo al carbono 4 del
contiguo. En cada unidad de glucosa el hidrégeno del grupo -OH del
carbono 3 estd proximo al oxigeno del adyacente, formandose un enlace
de hidrégeno que ayuda a estabilizar 1a cadena intramolecularmente.
Por otra parte, se produce una asociacién intercadenas entre el 0-6 de

un residuo y el oxigeno del enlace glicosidico (0-1) entre moléculas
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de glucosa en cadenas adyacentes (Figura 3).

En la naturaleza,las moléculas de celulosa se unen de una
manera ordenada dentro de 1a microfibrilla. Las regiones cristalinas
de la microfibrilla pueden alcanzar longitudes de 800-1200 A y un
diadmetro de 50-100 A, en tanto que el nicleo cristalino tiene un
didmetro de alrededor de 40 A. La longitud de las cadenas individuales
es probablemente mucho mayor, puesto que el grado de polimerizacién de
Ta celulosa va desde 8000 a 12000, lo que corresponde a una longitud
de cadena de 40000 A a 60000 A y a un peso molecular de mis de un
milién. Por lo tanto, se supone que las cadenas de celulosa pasan
sucesivamente de regiones altamente cristalinas a regiones amorfas de
un bajo grado de ordenamiento (Figura 4). Las proporciones de celulosa
cristalina a amorfa son probablemente de considerable importancia a la
hora de explicar las diferencias en propiedades entre 1a celulosa en
la pared primaria y secundaria. Este aspecto también puede ser
interesante al estudiar los cambios que se producen en las propiedades‘
de la pared celular de frutoé y vegetales, tema este que hasta el

momento ha sido poco investigado.
2.1.1.2.- Sustancias pécticas.

Son una mezcla compleja de polisacadridos coloidales que
pueden extraerse de la pared celular con agua o con disoluciones de
agentes quelatantes, tales como AEDT, oxalato aménico o hexafosfato de

sodio. La céntidad gque se extrae varia desde 0,5-1,5% en las paredes



Figura 3.- Estructura basica de las cadenas de celulosa.
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de tejidos altamente lignificados hasta 20-30% en la de tejidos
meristematicos y parenquimaticos. Incluso en estos UGltimos, sélo
pueden extraerse alrededor del 60-80% del total de sustancias pécticas

(Albersheim, 1980).

Lo mas caracteristico de los polisacadridos pécticos son los
residuos de 4cido galacturdnico, poseyendo ademés residuos de ramnosa,
arabinosa y galactosa. Generalmente, la ramnosa forma parte de la
cadena principal del polisacdrido, mientras que arabinosa y galactosa
se encuentran en cadenas laterales de galactanos y arabinanos, unidos
covalentemente a la principal. Parte de la arabinosa y galactosa
constituyen cadenas laterales de arabinogalactano, pero es posible que

estos no se encuentren unidos por enlace covalente a 1a principal.

No se han aislado polisacéridos que contengan sélo ramnosa
y acido ga]acturénico: ya que siempre tienen otros azucares unidos a
ellos covalentemente. Sin embargo, se piensa que la cadena principal
de los polisacédridos pécticos ésta compuesta de ramnogalacturonanos,

de los que se han aislado dos, que se distinguen por la nomenclatura

Iy II.

E1 conocimiento que se posee actualmente sobre la estructura
del ramnogalacturonano I, se ha obtenido a través del estudio de
fragmentos originados en 1la hidrélisis A4cida parcial y en la
acetolisis (Darvill et al., 1985). La ramnosa parece que se encuentra

unida en un 50% a través de sus carbonos 1 y 2 y en otro 50% mediante
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los 2 y 4. Generalmente, se cree que el carbono 4 de la ramnosa es un
punto de enlace de otros residuos glicosidicos; sin embargo, todavia
no se ha establecido la forma en 1a que los oligosacdridos que han
sido caracterizados se encuentran unidos en el ramnogalaéturonano

intacto.

Mc Neil et al. (1980; 1982), a partir de cultivos de
Sycamore, han encontrado que el ramnogalacturonano I contiene, ademds
de residuos de ramnosa y 4cido galacturénico, importantes cantidades
de arabinosa y galactosa, siendo 1la relacidn ramnosa:éacido
galacturénico:arabinosa:galactosa de 1:2:1.5:1.5. Posee un grado de
polimerizacién aproximado de 2000. Si la cadena principal es lineal
simple, entonces esta contiene 300 residuos de ramnosa y 600 de &acido
galacturdnico. La estructura que proponen para este polisacédrido se

puede esquematizar de la siguiente forma:

-4)-Agal-(a-1-4)-Agal-(a-1-2)-Ra-(1-4)-

-Agal-(a-1-2)-Ra-(a-1-2)-Ra~ (1140200

. EY ramnogalacturonano II se ais16 por primera vez de cultivos
celulares de Sycamore (Darvil et al. 1978). Su hidrélisis origina los
azucares 2-o-metilfucosa, 2-o-metilxilosa y apiosa. Su solubilizacibn
se consigue por accién de una endo-1-4~-galacturonasa y contiene entre
25 y 50 residuos de azlcares. Se caracteriza por una amplia variedad
de residuos terminales como 4cido galacturénico, galactosa, arabinosa,

2-o-metilxilosa, 2-o-metilfucosa y ramnosa y también posee
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sustituyentes de 1a cadena muy variados, tales como 4cido glucurénico,
apiosa, ramnosa, galactosa y fucosa. La gran cantidad de residuos
glicosidicos encontrados sugiere una molécula altamente ramificada, de
hecho, parece ser la molécula mas compleja de todas las que existen en

los polisacaridos vegetales,

La cadena principal de los poliisacaridos pécticos se
caracteriza no sélo por regiones de ramnogalacturonano sino también
por otras no ramificadas de residuos de &cido galacturénico unidos
por enlace a-1-4, Homogalacturonano. Los grupos carboxilos del &cido
galacturénico se encuentran normalmente esterificados con grupos
metilo, cuyo grado de esterificacién depende de 1a fuente de la que se
obtenga el polisacérido péctico (Figura 5). Se sabe que a 1o largo de
la cadena de homogalacturonano se encuentran zonas altamente
esterificadas, no susceptibles de ataque por endopoligalacturonasa y

zonas que los son menos, susceptibles a dicho atague.

Los arabinanos son pb]fmeros muy ramificados en los que el
residuo de arabinosa se encuentra fundamentaimente en forma de
furanosa y los enlaces son mayoritariamente a (Darvil et al. 1980). Su
grado de polimerizacién se ha estimado convirtiendo el extremo
reductor de los polimeros en arabitol con borohidruro de sodio,
hidrélisis del polimero reducido y determinacién de la relacién
arabitol a arabinosa. Por este método se han encontrado en Rosa Glauca
dos arabinanos de grados de polimerizacién 34 y 100. No estd auln

claramente dilucidada la estructura de estos
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Figura 5.— Estructura de una cadena de homogalacturano.
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polimeros altamente ramificados ni se tiene certeza de que los
residuos de arabinanos unidos a 1los polisacdridos pécticos se
encuentran en forma de cadenas largas o cortas pero si se sabe que
son unos componentes importantes de la pared celular primaria (Figura

6).

Los galactanos se han aislado de pectinas de citricos
(Labavitch et al, 1976). Como ocurre con los arabinanos, nunca se han
aislado homogalactanos de la pared primaria. La cadena principal esté
constituida de residuos de galactosa unidos por enlace B-1-4 vy
presentan grados de polimerizacién entre 33 y 50 (Mc Neil et al.
1984). En algunos casos se han encontrado residuos de galactosa unidos
en el carbono 6, suponiendo un 4% del total del polisacarido (Talmadge

et al., 1973).

Existe una gran diversidad en la composicién de
arabinogalactanos aislados de distintas fuentes. Los de semilla de uva
contienen un 90% de arabinosa én tanto que el aislado de Larch un 88%
de galactosa (Selvendran, 1985). Tres de 1los arabinogalactanos
estudiados poseen residuos de ramnosa, mientras que otros cuatro no.
El arabinoga]actanobde soja consiste en una cadena de unidades de
galactosa unidos a los carbonos 3 de algunas de las moléculas de
galactosa (Aspinal et al. 1967). Los dimeros de arabinosa tienen la
estructura Arf-(1—5)—Arf. La gran variabilidad entre arabinogalactanos
aislados de distintas fuentes, hace dificil el exponer un esquema

general de estos compuestos (Figura 6).
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Figura 6.- Polisacdridos pécticos: A.- Arabinano
B.- Arabinogalactano
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2.1.1.3.— Hemicelulosas.

E1 término hemicelulosas se utiliza para designar aquellos
polisacdridos que son solubles en 4lcali y que se encuentran en
estrecha relacion con l1a celulosa dentro de 1a pared. Evidentemente se
trata de una definicién poco concreta en la cual se engloban

polisacdridos muy diversos.

Los trabajos de Selvendramen patatas, habichuelas y manzanas
(1975B,1982) sugieren que 1los xiloglucanos son los polisacdridos
hemiceluldsicos predominantes en paredes primarias, y que el resto de
los solubles en 41cali - entre los que se encuentra fundamentalimente
xilosa, arabinosa y posiblemente Acidos urdnicos - estén presentes en
forma de complejos polisacdrido-proteina-polifenol. Los trabajos de
Thornber y Northcote () muestran que los tejidos meristematicos
contienen 4—0—meti1glucuronox11anos en sus paredes
celulares.Albersheimy su grupo también llegan a 1a conclusién de gque
los polisacaridos hemice]u]ésiéos presentes en la pared de células de

Sycamore cultivadas en suspensidn son los xiloglucanos.

La cadena principal del xiloglucano estd constituida
fundamentalmente por unidades de glucosa unidas por enlace 8-1-4, a
las que se unen residuos de xilosa en el carbono 6, mediante enlaces
de tipo a. Las cadenas laterales se pueden extender por la aposicitn
de B-D-galactopiranosa, L-arabinofuranosa o 8-Lfucopiranosil-(1-2)-

B-D-galactopiranosa (Figura 7). E1 peso molecular del xiloglucano de
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Figura 7.- Estructura de un xiloglucano.
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Sycamore se ha estimado en 7600, lo que representa unos 50 residuos

glicosidicos.

En las paredes primarias, los xiloglucanos estdn unidos a la
celulosa mediante enlaces de hidrégeno y su funcién y relacién con
otros polimeros de la pared no estan todavia muy claras. Bauer et al.
(1973) han mostrado evidencias de que en cultivos de Sycamore 1os
lxi]og]ucanos pueden estar unidos mediante enlace covalente a los
polisacaridos pécticos y no covalentemente a 1a celulosa. Proponen un
modelo de la pared celular en el que una proporcién importante de ios
xiloglucanos estan enlazados a la cadena principal de
ramnogalacturonano a través de cadenas de arabinogalactanos.
Selvendran et al.(1985) han 1legado a la conclusién de que la mayor
parte de los xiloglucanos de tejidos de patata, habichuela y manzana,
no estédn unidos covalentemente a los polisacaridos pécticos. Indican
la posible presencia de enlaces fenélicos entre algunos polisacéridos

pécticos y xiloglucanos.

En la pared primaria de dicotiled6neas, los polisacéridos
hemiceluldsicos predominantes son los xiloglucanos y en las paredes
secundarias 1o son los xilanos. Los diferentes tipos‘ encontrados en
diversas paredes celulares secundarias difieren entre si en la
naturaleza de las cadenas laterales. La mas frecuente es un residuo
terminal de acido 4-0O-metilglucurénico. E1 residuo de &cido urénico
est4 siempre unido al carbono 2 de la xilosa. En habichuelas se ha

encontrado que la mayor parte de las hemicelulosas son 4-O-metil-
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glucurono y glucuroroxilanos, siendo 1la proporcién de 4-0-
metilglucurénico a glucurénico en los xilanos purificados de 3 a 1
(Selvendran). En el 4~Ometilglucuronoxilano de abedul, alrededor de
1 de cada 10 residuos de xilosa 1levan un residuo de &cido glucurénico

y 7 de cada 10 tienen un grupo acetilo ().

Los xilanos son también los componentes mayoritarios de las
pared primaria de monocotileddneas. Poseen una cadena principal de
unidades de xilosa en su forma piranosa unidas mediante enlaces B8-1-
4. Los xilanos de diferentes fuentes poseen una amplia variedad de
cadenas laterales. La mas comln est4 constituida por residuos de
arabinosa en forma furandsica unidos al carbono 3 de algunos residuos
de xilosa. Otros muy corrientes son 4&cido glucurbénico y 4-0-

metilglucurénico unidos al carbono 2 de la xilosa.

Como cadenas laterales se han encontrado:
Ga-(B-1-4)-X11-(B8~1-2)-Ar,
Ga-(B-1-5)-Ar,
Agl-(B-1-4)-X11-(B-1-4)-Gal-

Xi1-(B-1-2)-Ar,-
2.1.1.4.- Glicoproteinas.
Las paredes celulares contienen entre un 3 y un 6% de

proteinas, que se encuentran normalmente presentes como glicoproteinas

(), habiéndose hallado dos tipos fundamentales: de alto y de bajo
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contenido en hidroxiprolina . Las cantidades relativas de estas dos
proteinas varia dependiendo de 1la fuente. En habichuelas, el
componente rico en hidroxiprolina es el principal (Selvendran, 1975),
mientras que en patata el pobre en hidroxiprolina es el predominante
. En manzana, los dos componentes estdn presentes aproximadamente en

las mismas cantidades.

Normalmente se han considerado como proteinas estructurales,
aunque algunas pueden ser enzimas. AGn no se ha establecido su papel
exacto en la formacién de enlaces entre polisacdridos, pero su
asociacién a un amplio rango de polisacaridos est4d bien documentada.
Estudios hechos en Sycamore y habichuelas(Darvill, 1985) han mostrado
que el componente rico en hidroxiprolina estd asociado con 1a fraccién
de a-celulosa, mientras que el pobre en la misma lo estéd con las

hemicelulosas solubles en &lcali.

La proteina con alto contenido en hidroxiprolina es
particularmente rica en hidroxiprolina, serina, arabinosa y galactosa
()() (Figura 8). Estudios de hidrélisis alcalina parcial han mostrado
que la hidroxiprolina estd O-glicosidicamente unida a oligosacéaridos
de arabinosa (de 1 a 4 residuos). La hidrélisis parcial de paredes de
tomate cultivadas en suspensién origina un glicopéptido gue contiene

serina sustituida con un residuo simple de galactosa.
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Figura 8.— Posible estructura de l1a proteina rica en hidroxiprolina.
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Estudios de fraccionamiento de 1a proteina de bajo contenido

en hidroxiprolina sugieren la presencia de complejos polisacarido-
proteina-polifenol. Algunos de estos complejos contienen cantidades
apreciables (60%) de residuos de xilosa unidos por enliaces 1-4. Es
posible que una proporcion importante de este tipo de proteinas sean
enzimas que han sido inmovilizadas por enlaces glicosidicos vy

fenélicos (Selvendran ).
2.1.1.5.- Lignina.

Las Tigninas se pueden describir como redes tridimensionales
constituidas porAunidades de fenilpropano. Generalmente se admite que
los precursores de estos compuestos son los alcoholes coniferilico,
sinapilico y p-cumarico (Figura 9), 1los cuales se transforman en
ligninas por un complejo proceso de polimerizacién (B. Monties, 1980).
La proporcién de estos’depende de la fuente de donde proceda la

lignina.

La estructura es poco compleja y poco conocida, en la figura
10 se reprsenta un modelo ampliamente aceptado para las ligninas de
gimnospermas, en general estructuras andlogas se encuentran en las de

la mayor parte de las plantas.

Desempefia varias funciones dentro de la pared celular: da
rigidez a ciertas células especializadas de los tejidds conductores,

actla como agente de unién entre células, retarda la penetracion del
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agua a través de la pared celular en tejidos del xilema y proteje del

atagque por microorganismos.
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Figura 9.- Precursores de la lignina: A.- Alcohol sinapilico
B.— Alcohol coniferilico
C.— Alcohol cumarilico
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2.1.2.- Andlisis y aislamiento _de los componentes de la

pared celular.

La metodologia existente en 1a bibliografia para el andlisis
de la pared celular es muy extensa y variada, encontrandose desde
métodos rdpidos para la determinacién de cada uno de sus componentes,

hasta compiejos esquemas de aislamiento y purificacién.

Gran parte de la metdédica surgida en los Gltimos afios ha ido
encaminada a la determinacién de los componentes de la denominada
fibra alimentaria, de los cuales forma parte mayoritaria la pared
celular. Sin embargo estos métodos obedecen a un concepto nutricional
mds que a uno analitico, por lo que ofrecen una informacién sélo
parcial, aungue no por ello menos valiosa, de los constituyentes de la

pared celular.

En general, cualquier método implica el aislamiento de la
pared celular mediante solubiiizacién de todos 1o demds componentes
celulares que la acompairan (fundamentalmente proteinas y almidén),
para posteriormente hacer una extraccién de todos o algunos de sus

componentes.

En este apartado se resumen los métodos mds generales de
determinacién de componentes de 1la pared celular (celulosa,
hemicelulosas vy lignina) vy de aislamiento y posterior

fraccionamiento.
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2.1.2.1.- Métodos de determinaciétn de celulosa.
Método de Weende, 1806

Es uno de los m4s antiguos de determinacién de celulosa,
1lamado asi por haber sido desarrollado en la Weende Experimental
Station de Gotinger (Alemania) por Heinrich Einbof en 1806. Implica
una extraccién secuencial con acido diluido y 4lcali (&cido sulfirico
e hidréxido sédico respectivamente, 1,25%) y separacion del residuo

insoluble por filtracién.

Pronto durgieron serias objeciones al método pues, tanto en
la digestién 4cida como en la bédsica, se observaban importantes
pérdidas de celulosa y ademds la lignina recuperada podia oscilar

entre un 4 y un 67% de la original (Heredia 1979).
Método de Van Kamer y Van Ginkel, 1952

Puesto que las mayores pérdidas por el método Weende tenian
lugar durante la extraccién con 41cali, el método de Van Kamer (1952)
utiliza sélo una yextraccién con A&cido. E1 producto, finamente
triturado, se trata con una mezcla de los 4cidos tricloroacético,

acético y nitrico, que no atacan a la celulosa aunque si a la lignina.
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Método de Van Soest, 1963.

Uno de los principales problemas de la extraccidén &cida es
que queda un importante residuo de proteinas unido a la celulosa. En
1963, Van Soest examindé la posibilidad de utilizar detergentes
catiénicos y aniénicos para facilitar la solubilizacion de las mismas,
preservando inalterada la lignina. En un principio, el método se
desarroll16 para el andlisis de forrajes y pastos, y posteriormente se
ha utilizado con profusion en el andlisis de todo tipo de alimentos de

la dieta humana (Van Scest, 1963a; 1963b; 1965)

E1 sistema de extraccién consta de dos métodos
compiementarios, el de detergente &4cido (ADF) y el de detergente
neutro (NDF). El1 primero estd4 basado en el uso de un detergente
catibénico, bromuro de cetiltrimetilamonio, en medio 4&cido, que
disuelve las proteinas mientras mantiene integra la lignina, lo que
resulta de gran interés. E1 residuo se considera formado por celulosa,
Tignina y cenizas insolubles. E] NDF, consiste en una digestién con un
detergente aniénico, laurilsulfato sdédico, en medio neutro. Representa
el contenido de la pared celular menos las pectinas, normalmente el
residuo se considera formado por celulosa, lignina, hemiceluiosas y
cenizas insolubles (Van Soest y Wine 1967). La diferencia entre ADF y
NDF da una valoracién de las hemicelulosas. A partir del extracto ADF
se elimina la 1lignina mediante solubilizacién con permanganato
potdsico, mientras que permanece inalterada la celulosa (Van Soest y

Wine, 1968).
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En su aplicacién a alimentos de 1a dieta humana, el sistema

de extraccién con detergentes ha planteado diversos probliemas. As{,
cuando el contenido en almidén es elevado, la recuperacién de este no
es muy efectiva, razén por la que algunos autores han propuesto
realizar una digestién del residuo NDF con a-amilasa, ya sea antes o
después de la extracciéon con larilsulfato sédico ( ) ( ) ( ). Por
otra parte, en algunos productos se ha encontrado mas de un 10% de

hemicelulosas en la fraccién ADF (Robertson y Van Soest 1981).

2.1.2.2.- Métodos de determinacién de polisacaridos no

celulésicos (Hemicelulosas).

No existen métodos especificos de determinacién de
hemicelulosas por 1o que, normalmente, se determinan como una fraccion
mas dentro de los sistemas de fraccionamiento, que se trataran mas

adelante.

2.1.2.3.— Métodos de determinacién de sustancias pécticas.

Para el andlisis de las sustancias pécticas son necesarias

tres etapas fundamentales: extraccién, hidrélisis y cuantificacién.

La extraccién se puede realizar con 4lcali diluido, 4cido o
con agentes quelatantes como el 4cido etilendiaminotetraacético (AEDT)
o el oxalato aménico, mientras que la hidrélisis generalmente se hace

con 4cido sulfurico, &cido trifluorocacético o poligalacturonasa.
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En general, es dificil el andlisis cuantitativo de &cidos

urénicos a partir de los polimeros naturales, debido a que estos son
resistentes a la hidrélisis 4cida y a que los monémeros no son faciles
de aislar y derivar. En parte, estas complicaciones proviepen de la
maltiple funcionalidad de 1los 4cidos urénicos ya que, debido a
condensaciones intramoleculares de sus grupos carboniio y carboxilos,
existen al menos en seis formas estructurales diferentes, una
aciclica, dos anoméricas para cada anillo furanésico y piranésico y al

menos una de lactona.

Dekker y Richards (1972) hacen un estudio comparativo entre
la extraccién con 4lcali diluido (NaOH 0,5 N) y con oxalato
aménico/4cido oxdlico aplicado a la legumbre, Stylosanthes humilis.
Los resultados obtenidos indican que el tratamiento con 4alcali no es
adecuado por no extraer nada mias que una parte pequefia de 1los
polisacdridos pécticos y ademds detectan la formacién de algunos
croméforos que pueden interferir en las posteriores determinaciones
colorimétricas, por 1o que se decantan por una homogeneizacién con la
disolucién de oxalato, al menos dos veces, para extraer la mayor parte

de los polisacaridos pécticos.

La hidrélisis 1a realizan en dos fases sucesivas, con acido
sulflirico concentrado, a 30 °C y con 4cido diluido y también con
po]iga]écturonasa, a 30 °C. En la hidrélisis &cida inicial, solo se
obtiene un 45% de rendimiento, que 1lega al 50% en la segunda fase.

Estos bajos rendimientos 1o achacan a una hidrélisis incompleta y/o a
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reacciones de descarboxilacién. En la hidrélisis enzimdtica obtienen,
sin embargo, un rendimiento cercano al 100%, después de 24 horas de

extraccion.

Selvendran et al. (1979) encuentran que una extraccion e
hidrélisis simultdneas de los polisacdridos pécticos con H,S0, del 72%
a 20°C durante 3 horas, origina una rapida solubilizacién de todos los
polisacdridos de la pared celular incluidas las sustancias pécticas.
Ademds observan que la descarboxilacién de los residuos de &cidos
urénicos, que tiene lugar cuandoc se calientan las sustancias pécticas

con acidos minerales diluidos, se minimiza con este procedimiento.

Walters y Hedges (1988) hacen también una extraccion e
hidrélisis simultédneas, pero empleando acido trifliuoroacético 0,5 N,

a 140 °C, durante 2 horas.

Wen et al. (1988) extraen con AEDT, a 85 °C, durante 1 hora

y posteriormente hidroiizan con pectinasa.

Una vez extraidas e hidrolizadas las sustancias pécticas es
necesario determinar los 4cidos urénicos 1liberados. Hasta el momento
no se han desarrollado métodos totalmente satisfactorios para su

determinacidén en hidrolizados de productos naturaies.

Uno de los mis utilizados desde antiguo es el método del

carbazol, desarrollado en 1947 y posteriormente modificado por Bitter



34
y Muir (1962). Estd basado en que los 4cidos urénicos, cuando se
tratan con A4cido sulfdrico y carbazol, desarrollan color
cuantitativamente. Knutson y Jeans (1968a, b) introducen el uso de
iones borato asi como medidas a temperaturas superiores para aumentar
la sensibilidad del ensayo y aumentar la selectividad para distintos

acidos urénicos.

E1 método de Blumenkrantz y Asboe-Hansen (1973) que utiliza
meta-hidroxidifenilo como croméforo, presenta la ventaja de que no
sufre interferencias por parte de los azlcares neutros y de que tiene

un sensibilidad mucho mayor que los restantes.

E1 gran inconveniente de estos métodos colorimétricos es que
son sensibles a pequefios cambios en las condiciones de reaccion vy,
si la disolucién de partida es coloreada, algo muy habitual cuando se
trabaja con productos naturales, el andlisis se hace muy dificil o
imposible y adem&s no ofrecen informacion sobre distintos tipos de

4cidos urénicos.

En los Ultimos afios han aparecido algunos métodos méas
especificos que utilizan la cromatografia gaseosa consiguiéndose

ademas una determinacidén especifica de distintos acidos.

Lehrfeld (1981) utiliza esta técnica para la determinacidn
de &cidos urdnicos en mezclas de azlcares neufros. Los azucares

neutros los convierte en acetatos de aldonitrilo, disolviéndolos en
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piridina con cloruro de hidroxilamina para obtener sus
correspondientes oximas, las cuales se deshidratan con anhidrido
acético a sus nitrilos. Los Acidos urénicos no interfieren pues, o son
destruidos, o se transforman en otros compuestos que no cromatografian
en la zona de los azicares neutros. Posteriormente, una alicuota de la
muestra es analizada mediante el método de los acetatos de alditol .
modificado. E1 paso de reduccién con borohidruro se repite tres veces
para convertir los acidos mannurénico, galacturénico y glucurénico en
alditoles a través de sus lactonas como intermediarios de la reaccién.
Asi se tiene una vailoracidén de la concentracién de acidos urénicos y
de aztGcares neutros y, restdndole a estos valores los obtenidos a
partir de los acetatos de aldonitrilo, se obtiene una medida de cada

4cido urdnico.

Posteriormente Lehrfeld (1985) modificé el método para
separar simultdneamente &cidos urdnicos y aziucares neutros. Una vez
hidrolizadas las muestras se secan y se afiade una disolucién
ligeramente basica de hidréxido sédico, con lo cual se abren las
lactonas presentes formandose uronato de sodio. Los grupos carbonilo
de las aldosas y los uronatos se reducen cuantitativamente con
borohidrurc de sodio a alditoles y aldonatos, respectivamente. Después
de eliminar los 1iones sodio y el Acido bérico, se producen
aldonolactonas por deshidratacién y se convierten en derivados
alquilamidas. Las amidas y los aldonitrilos formados se someten a
acetilacién para formar derivados voldtiles y se separan por

cromatografia gaseosa. La hidrélisis en este método hay que realizarla
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necesariamente con acido trifluoroacético que es volatil y facilmente

eliminable.

Ha y Thomas (1988) han desarrollado un método para la
determinacioén simultéanea de azucares neutros y 4cidos urénicos. El
procedimiento conlleva la metanolisis de la muestra con HC1 0,5 M en
metanol,lo cual produce metilglicésidos, es tan eficiente como la
hidrélisis con 4cido sulfarico y causa menos degradacién oxidativa de
los aztcares liberados. Se realiza a 80 °C, durante 16 horas, la
muestra se evapora a sequedad con una corriente de aire y se le afhade
el reactivo de silanizacidén que consiste en una mezcla de piridina:

hexametildisilazano: trimetilclorosilano.

2.1.2.4.- Determinacién de lignina.

E1 método mds comin para la cuantificacién de Tignina es el
de Klason, que la considera como el residuo que queda después de
tratar la muestra con &acido sulfirico del 72%. Interfieren en gran
medida los fenoles que originalmente se encuentran libres, pero que
cuando se calientan o exponen a Acidos pueden polimerizarse y formar

una lignina artificial.

Van Soest y Gdering (1968) la determinan cémo la pérdida de
pesoc que se origina al oxidar con permanganato potdsico el residuo
ADF. Tiene la ventaja sobre el anterior de que el ADF estéd

practicamente exento de material fen6lico que pueda interferir, pero,
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sin embargo, interfieren restos de hemicelulosas que puedan quedar en

el ADF y parte de la celulosa que se pueda solubilizar.
2.1.2.5.— Métodos de fraccionamiento.
Método de Southgate (1969)

Implica el fraccionamiento en polisacdridos no celulésicos
solubles e insolubles, celulosa y lignina y la determinacién de cada
uno de ellos por hidrélisis con &cido sulfirico, cuantificando
hexosas, pentosas y &cidos urénicos Tiberados mediante reacciones

colorimétricas con antrona, orcinol y carbazol, respectivamente.

Después de extraer los azicares libres con metanol del 85%
(v/v) y la grasa con éter, una fraccién de la muestra se incuba con a-
amilasa durante 18 horas y los componentes solubles se precipitan con

etanol del 80%.

E1 residuo 1libre de almidén se fracciona en componentes
solubles e insolubles y ambos se hidrolizan con sulfirico 1 N para
liberar los azicares de los polisacéridos no celuldsicos (NCP). El
residuo insoluble se extrae con sulfarico del 72% para hidrolizar
celulosa y el residuo insoluble se determina gravimétricamente como
lignina. En la determinacién de &cidos urénicos es necesario realizar
correcciones por las interferencias de hexosas y pentosas (Southgate

1981) (Hudson y Bailey, 1980) (Laine et al, 1981) (Knutson y James,
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1968).
Método de Englyst (1982)

Se apoya originalmente en el de Southgate, pero utiliza
cromatografia gaseosa. Tres alicuotas de 1la muestra se tratan

paralelamente, segin procedimientos A, B y C.

En el A, realiza una separaci6n de almidén, una hidrélisis
con sulflirico 12 M y posteriormente mds diluido, para hidfo]izar todos
los polisacédridos celuldésicos y no celulésicos. A continuacién se
separa una alicuota para la determinaci6n de Aacidos urdnicos, se

neutraliza y se determina monosacaridos por cromatografia gaseosa.

En el B, la etapa de hidrélisis 4cida se 1leva a cabo con
a4cido diluido 2 M, con lo que sélo se hidrolizan los polisacaridos no

celuldsicos (NCP).

Por Gltimo, en el C existe un paso de separacién de
polisacdridos solubles en agua inmediatamente después de la
eliminacién del almidén, con 1o que se determinan los restantes

polisacédridos insolubles (INSP).
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También propone una modificacién del procedimiento B para la
determinacién de almidén resistente, mediante una segunda incubacion
con amiloglucosidasa. La determinacién de azucares por cqomatografia

gaseosa se realiza transformandolos en acetatos de alditol.

Posteriormente, desarrolia un método simplificado para la
determinacion de polisacdridos distintos de almidén. E1 ailmidén
resistente se separa con dimetilsulfoxido y los acetatos de alditol se
preparan utilizando N-metilimidazol como catalizador de la acetilacidn

(Englyst 1984, 1989).
Método de Theander y Westeriund (1986)

Describen tres métodos complementarios A, B y C que se
inician con una extraccién, a temperatura ambiente, con etanol del

80% y hexano en bafo ultrasénico.

En el B, se determinah aztcares reductores por cromatografia
gaseosa directamente sobre el residuo.

En el Ay el C el residuo se trata con Termamyl (0,5 h,
96 °C) y amiloglucosidasa (16 h, 60 °C). En el A se separa la fraccidn
insoluble por centrifugacién y 1a soluble se recupera por didlisis del
sobrenadante. En el C se precipita la fraccién soluble por adicidn de

etanol y se recupera junto con la soluble por precipitacidn.
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Para la determinacién de 4cidos urénicos utilizan un método

basado en su descarboxilacién, el dioxido de carbono liberado se
recoge en una disolucién de hidréxido s6dico diluido y se mide la

variacién en la conductividad de la disoluciédn.
Método de Furda (1981)

La muestra se desengrasa con éter en Soxhlet durante 5-6
horas, a 60 °C y se somete a un tratamiento con HC1 para romper la
matriz celular, gelatinizar el almidén, y extraer las pectinas y otros
polisacaridos solubles en agua. Para la extraccién de almidén vy
proteinas se lleva a cabo una digestién con a-amilasa y proteasas,
durante 12 horas. Posteriormente se filtra, separando asi la fraccidn
insoluble de la soluble, que queda en el extracto acuoso. Por uitimo

ésta se precipita afiadiendo 4 volimenes de etanol del 95%.
Método de Asp y Johansson (1983)

La extraccién de grasa se realiza con éter de petroleo a
temperatura ambiente y el ataque enzimatico se realiza en tres etapas
sucesivas: primero con Termamyl a pH 6 durante 15 minutos a 100 °C,
seguidamente con pepsina a pH 1,5, 60 minutos, a 40°C y por (ltimo
pancreatina a pH 6,8, durante 60 minutos, a la misma temperatura. La
separacién de las fracciones soluble e insoluble se realiza por
filtracién sobre crisol filtrante, utilizando como coadyuvante celita.

La fraccién soluble se precipita con etanol.
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2.1.1.6.- Métodos de aislamiento.

La mayor parte de los métodos existentes para el aislamiennto
y fraccionamiento de la pared celular utilizan como material de
partida el residuo insoluble en alcohol, fenol o acetona (Knee, 1973)

(Wallner, 1977) (Gross, 1986) (Siddiqui, 1990a; 1990b).

Aungue se puede obtener una valiosa informacién a partir de
dichos métodos, todos presentan una serie de problemas importantes. La
mayor parte de las proteinas citoplasmiticas, 4cidos nucleicos y
polisaciridos de reserva como el almidén, coprecipitan con el material
de pared. Lo mismo ocurre con compuestos de bajo peso molecular como
polifenoles y ésteres. La contaminacion con proteinas citoplasmaticas
del residuo insoluble en alcohol varia desde el 5 al 40% de su peso
dependiendo del tipo y madurez del tejido (Selvendran, 1975). Esta
contaminacion es bastante considerable en comparacién con el contenido

en proteina de la pared, entre un 2 y un 6% en peso.

Estos compuestos alteran los pesos relativos de los diversos
grupos de polisacdridos de 1la pared celular, falsean 1los pesos
moleculares de los fragmentos liberados de la misma y dificultan

posteriores estudios estructurales.

La via alternativa a estos métodos es evitar el tratamiento
con disolventes orgédnicos y eliminar en medio acuoso tanto proteinas

como almidon y compuestos de bajo peso molecular. Dentro de este grupo
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el mas ampliamente utilizado es el de Selvendran, en é1 la muestra se
trata con deoxicolato s6dico en medio acuoso para eliminar proteinas,
con una mezcla de fenol-4cido acético-agua para eliminar compuestos
fendlicos y pigmentos y con dimetilsulféxido para eliminar almidén.
Se ha utilizado en muchos productos y probablemente con este método se

obtienen las mejores preparaciones de pared celular.

Otra forma de eliminar los compuestos que contaminan los
preparados de pared celular, es mediante tratamientos enzimaticos, los
enzimas mids utilizados son, para la eliminacién de proteinas, 1la
pronasa, para la de almidén, amiloglucosidasa y Termamyl (una amilasa
termoestable (Brillouet et al., 1981, 1982, 1983, 1988) (cCarré et al.,
1985). Tratamientos con estos enzimas se han utilizado con éxito,
incluso para 1la purificaciéon del residuo 1insoluble en alcohol

(Selvendran et al. 1985).
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2.1.3.- Evolucién _de los componentes de la pared celular

durante la maduracién y almacenamiento de algunos frutos.

Los trabéjos en relacion con los cambios de lTos polisacaridos
de la pared celular de frutos son muy escasos y en gran parte se
centra en los polisacaridos pécticos. Sin embargo, en los Gltimos afios
se ha producido un creciente interés en el tema debido a que los
polisacdridos juegan un importante papel en la calidad de los
alimentos, la importancia de la fibra dietética que aportan en la
nutricién y el papel que desempefian en la fisiologia y patologia de 1a

planta (Albersheim 1989).

Knee (1973, 1974) estudia los cambios que se producen en las
manzanas durante su maduracién en el 4rbol y posterior aimacenamiento.

A partir del "polvo de acetona” realiza cuatro extracciones sucesivas:

a.- Tris HC! 0.1 M, pH 7.2, 20°C (polisacaridos pécticos
solubles)

b.- Acido clorhidrico, 20°C (Almidén)

c.— NaOH 4M, 20°C (Hemicelulosas)

d.- H,80, 72%, 20°C (Celulosa y Hemicelulosas)

Encuentra dos cambios principales en 1a pared celular a 1o
largo de la maduracién del fruto, una disminucién importante de
galactosa y un aumento sustancial de los poliurénidos solubles,
observando que en estos Gltimos la proporcion de azucares neutros es

muy baja. Dependiendo de las condiciones de maduracién estos cambios
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pueden ocurrir conjuntamente o en secuencia. Cuando ocurren
secuencialmente, la primera fase es la pérdida de galactosa y la
segunda el aumento de poliurdnidos solubles. En la maduracién en el
drbol, los residuos de galactosa disminuyen mientras due los
poliurdnidos solubles mantienen una concentracién baja y, si la
maduracién tiene lugar durante el almacenamiento, 1los poliurénidos
solubles aumentan al mismo tiempo que disminuye el contenido en
galactosa. E1 aumento de poliurénidos coincide con un aumento en la

velocidad de produccién de etileno.

Las mayores pérdidas de textura tienen lugar durante la fase
de aumento de poliurénidos solubles, observandose una correlacidn

inversa entre ambos (coeficiente de correlacién 0.923).

Gross y Wallner (1979) caracterizan los cambios de la pared
celular del pericarpioc del tomate durante la maduracién, para lo cual
la preparan homogeneizando el tejido con fosfato potasico 20 mM pH
6.9, extraccién con c]oroformoﬁmetano] y posterior secado con acetona.
Arabinosa, galactosa, ramnosa y A&cido galacturénico constituYen
aproximadamente el 60% de la pared celular del tomate verde,
produciéndose durante la maduracién disminuciones del 58, 44 y 18%
respectivamente. E1 contenido de xilosa, glucosa no celuldsica ,
manosa, celulosa y proteinas permanecen practicamente constantes.

E1 Unico componente que muestra una disminucién importante al pasar
de verde a color cambiante es la galactosa, mientras que el 4cido

galacturénico practicamente no cambia durante esta etapa.
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Huber (1983) emplea la cromatografia de filtracién en gel

para determinar los cambios que se producen en 1la fraccién de
hemicelulosas (polisacéridos solubles en 4lcali) durante l1a maduracion
del tomate. La pared celular la aisla por sucesivas extracciones con
metanol del 80% a ebullicién, agua, acetona y cloroformo-metanol,
seguidamente extrae sustancias pécticas con AEDT y hemicelulosas con
adlcali, sometiendo ambas fracciones a cromatografia de filtracion en

gel.

Los poliurénidos obtenidos de tomate inmaduro poseen un peso
molecular tal que son excluidos por Ultroge]\ AcA 34 (1imite de
exclusiodn para moléculas globulares 7.5 X 10%). A medida que el fruto
madura, el perfil de elucién va variando y cada vez son mas los
polisac4aridos que si fraccionan en este gel, indicando que hay una
degradacién neta de poliurénidos hasta llegar al fruto sobremaduro en
el que la mayor parte de los polimeros tienen un grado de

polimerizacidén mayor o igual que diez.

En cuanto a la fraccién de hemicelulosas, en el tomate verde
1a mayor parte de los polimeros son excluidos por el gel, m{entras que
los restantes eluyen en un rango de peso molecular de 40000 o menos.
En el tomate de color cambiante se encuentra una disminucidn de
polimeros de alto peso molecular y un aumento considerab]e‘de la
fraccién de los de bajo peso molecular, siendo estos cambios mucho mas

aparentes en el rojo maduro.



46

Arpaia et al (1987) estudian los cambios que se producen en

los componentes de la pared celular del kiwi durante su almacenamiento
a 0°C y en atmésfera controlada (2% 0,, 5% CO,). Divide Tlos
polisacdridos en solubles e insolubles en agua. Los primeros los
clasifica de acuerdo con su solubilidad en etanol, 1la fraccidn
insoluble 1la somete a un tratamiento con amiloglucosidasa para
eliminar almidén y posteriormente hidroliza con acido tifluoroacético
para separar hemicelulosas, quedando un residuo final de celulosa el
cual hidroliza con &cido sulfirico del 67%. La determinacién de
azlcares neutros la realiza por cromatografia gaseosa y la de &cidos

urénicos por el método de Blumenkrantz.

E]1 andlisis de los resultados indica que, durante las ocho
primeras semanas de almacenamiento, se pierde el 80% de la textura,
durante el mismo periodo se pierde el 70% de los dcidos urénicos de 1a
pared y posteriormente el nivel permanece practicamente constante.
Paralelamente a la disminucién de 4&cidos urénicos insolubles se

produce un aumento de los solubles.

E1 azicar mayoritario en la fraccién de polisacaridos no
celuldsicos en las primeras fases del a]macenamientq es la galactosa.
Durante el almacenamiento se produce un disminucién importante de
galactosa aunque el aumento en la fracci6on soluble no es paralelo a
partir de las dos semanas de almacenamiento. Se produce también una
disminucidn de arabinosa y ramnosa, no existen variaciones importantes

en el contenido de xilosa y tampoco se encuentran pérdidas
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significativas de celulosa.

La relacién de azlcares que precipitan con etanol a los que
no precipitan para todos los azlcares neutros, excepto para la
glucosa, aumenta durante ias 2-8 primeras semanas, coincidiendo con
una disminucidn importante de la textura. A partir de las 8 semanas

esta relacidén permanece practicamente constante o tiende a disminuir.

Los autores interpretan que en una primera fase de 1la
degradacidn de 1a pared celuiar se liberan polisacaridos de bajo peso
molecular (precipitabies con etanol), coincidiendo esto con las
mayores pérdidas de textura. En una segunda fase comenzaria la
degradacién de estos polisacaridos de bajo peso molecular y se
estableceria un equilibrio dindmico en el cual la relacién entre
azUcares solubles e insolubles en etanol permanece constante. Este
modelo de cambio es comin para la galactosa, arabinosa y ramnosa,

azucares .estos asociados a los polisacaridos pécticos.

Mc Feeters y Lovdal (1987) analizan la composicién en
azUcares de los polisacaridos de la pared celular del pepinillo
durante su desarrollo e intentan correlacionarla con la textura.
Consideran como pared celular el residuo que permanece insoluble al
extraer la pulpa con etanol, el cual 1o someten a hidrélisis de Saeman
y en el hidrolizado determinan A4cidos urénicos por métodos
colorimétricos, azlUcares neutros por cromatografia gaseosa y analisis

del grado de metilacién de las pectinas asi como del calcio por el
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método de Gindler y King.

Los principales azicares neutros encontrados son glucosa,
galactosa, xilosa y manosa. A 1o largo del desarroilo la concentracidn

de azlcares totales de la pared aumenta desde 6.6 a 11.1 mg/g.

E1 Gnico azlUcar que aumenta sustancialmente es el 4cido
galacturénico, mientras que hay una disminucién sustancial de manosa,
ramnosa y arabinosa. Durante el desarrollo del fruto se produce, por
tanto, un aumento en la relacién 4cido galacturénico/arabinosa,
ramnosa. También se da un importante aumento en la relacién 4cido

galacturdnico/galactosa desde 0.8 hasta 1.6.

Segun los autores, esto podria indicar que la pectina en el
fruto mas maduro tiene menos o més cortas cadenas laterales de
azdcares neutros, pero también puede indicar que la cantidad de estos

azQcares en la fraccidén de hemicelulosas disminuya.

E1 pepinillo aparece como un fruto inusual en el hecho de que
el grado de metilacion en el mesocarpio aumenta durante el desarrollo

desde el 35 al 64%.

Brinson et a] (1988) estudian los cambios que se producen en
los polisacdridos citoplasmidticos y de la pared del mango durante su
maduracion. Aislan pared celular por homogeneizacién del tejido en

tampén fosfato sédico (pH 6.9), centrifugacién y lavado.
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E1 porcentaje de pared celular decrece durante 1a maduracioén

desde el 9.2 al 3.3%, referido a pulpa fresca. E1 contenido de 4cidos
urénicos totales de la pared disminuye desde el 25 al 29.1%. Las
paredes del fruto inmaduro contienen un 7.3% de proteinas, mientras
que las del fruto maduro contienen un 21.2%. En cuanto a azucares

neutros hay una importante disminucién con la maduracion.

E1 material de pared se somete a un fraccionamiento simple
por extraccién secuencial con agua (100°C) y NaOH 4M (25°C). Se
encuentra que la maduracion produce una disminucién de la cantidad
que se extrae con agua caliente y con &lcali, asi como del residuo

celuldsico final.

La fraccidon soluble en agua caliente del fruto maduro
contiene aproximadamente un 90% de 4cido galacturénico mientras que el
material no maduro posee solamente un 7% y es particularmente rico en
galactosa y arabinosa. En cuanto a la fraccién soluble en &lcali, se
encuentran altos niveles de xilosa en ambos tipos de frutos. La
glucosa disminuye en tanto que el &cido galacturénico aumenta y el

resto de azlcares permanece practicamente sin cambios.

Los polisacaridos solubles en agua fria se analizan por
cromatografia de filtracién en gel utilizando una columna de Biogel P-
150. Para el mango inmaduro (contiene un 16.7% de acidos urénicos) se
obtiene un pico de carbohidratos P1 de peso molecular superior a

150000 se trata de un pico heterogéneo, pues cuando se analiza el
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contenido en A&cidos urénicos se encuentra un hombro P2 de peso

moiecular 45000.

Para el fruto maduro (contiene 53.2% de 4cidos urénicos), los
polisacaridos eluyen como un pico simple P3 de peso molecular 45000,
de nuevo con indicaciones de heterogeneidad. Los picos P1 y P2
difieren marcadamente en su composicién en monosacaridos. El1 azlcar
mayoritario en P1 es el A4cido galacturébnico, el P2 es rico en
arabinosa y xilosa y el pico P3 se ha dividido en tres fracciones a,
b y ¢ en orden decreciente de pesos moleculares. La fraccion a esta
casi totalmente compuesta por galacturonano, la by ¢ contienen otros
monosacadridos neutros en proporciones parecidas. La proporcién de

acidos urénicos disminuye desde la fraccién a a la c.

Cuando 1a fraccién de polisacaridos solubles en agua fria se
analizan en columnas de DEAE-Sephadex, para el fruto inmaduro eluyen
como polisacadridos neutros el 20% del total, y para el maduro 1o hacen

el 50%.

Los polisacdridos &cidos se eluyen con un gradiente de
cloruro sédico. Para el fruto inmaduro eluye un pico principal Ul
junto con varios minoritarios. En el fruto maduro también se obtiene
un pico mayoritario R1. Existe una marcada diferencia entre las
fracciones de polisacaridos 4cidos U1 y R1. La segunda contiene un 78%
de 4cidos urénicos mientras que la primera contiene mucho menos azucar

adcido (13%), junto con relativamente grandes cantidades de galactosa,
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arabinosa y xilosa.
2.2.- GLICOSIDASAS Y SU RELACION CON EL ABLANDAMIENTO DE

FRUTOS.

Los cambios en la textura y en la composicién de la pared
celular que ocurren en 1a maduraciéon de algunos frutos son
consecuencia de la accién de una serie de énzimas. Estos son
fundamentalmente hidroliticos y entre ellos se encuentran los
celuloliticos (hidrolizan celulosa) y pectinoliticos (hidrolizan vy
desesterifican sustancias pécticas), asi como Tos que hidrolizan

polisacdridos no celulésicos (hemicelulasas y glicosidasas).

Es abundante la bibliografia en relacién al papel que
desempefian 1os enzimas pectinoliticos y celuloliticos en el proceso de
maduracién, pero es muy poco conocida la posible accién de
hemicelulasas y glicosidasas sobre las hemicelulosas de la pared

celular.

En manzanas (Knee, 1973) aunque el conteﬁido de galactosa de
la pared disminuye durante la maduracién al mismo tiempo que aumenta
la proporcion de poliurénidos solubles, no se detecta el enzima
poligalacturonasa, tedérico responsable de tales cambios. Sin embargo
Bartley (1974) ha detectado la presencia de a y B-galactosidasas,
sugiriendo que la funcién de estos enzimas puede ser la de romper
cadenas de galactanos que actuan de nexo de unién entre los

xiloglucanos y los ramnogalacturonanos. Esta sugerencia la apoya la
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observacién de gue la hidrélisis del galactano se inicia antes de la
1iberacion de poliurdnidos solubles de alto peso molecular. Por otra
parte encuentran que los poliurénidos solubies contienen muy pocos
residuos de azlUcares neutros, en contraste con el polimero de la pared
celular. Como conclusién sugiere que las galactosidasas encontradas

pueden actuar como reguladoras de la solubilizacidén de poliurénidos.

walner y Walker (1975) estudian el posible papel de algunas
glicosidasas en el ablandamiento del tomate. Ensayan actividades de
varios enzimas en fomates en diversos grados de madurez. Las mayores
actividades corresponden a los enzimas poligalacturonasa, celulasa,
f-gajactosidasa y B-1-3-glucanasa. La actividad que mas aumenta
después del estado de color cambiante es la poligalacturonasa (PG).
Observan una alta actividad de celulasa en el fruto verde que no
aumenta sustancialmente con la maduracién. Mientras que la actividad
de poligalacturonasa est4 pricticamente ausente en el tomate verde, la
de B-galactosidasa y f-1-3 glucanasa se encuentran presentes durante

todo e1 proceso de maduracién.

Por otra parte, observan que 1osﬂ4mayores cambios
estructurales en la pared se dan antes del estado de color cambiante,
sugiriendo que B-galactosidasa y B-glucanasa actuan conjuntamente con

PG en la hidrélisis de la pared celular.
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Posteriormente Gross y Waliner (1979) demuestran que en la
senescencia del tomate, las pérdidas de galactosa y arabinosa de la
pared, ocurren de forma independiente a la  solubilizacién de
poliurénidos. Encuentran ademds que los PG actuan sobre una fraccidén
de la pared que contiene relativamente pocos residuos de azucares
neutros y que, por tanto, para que estos enzimas puedan actuar, es
necesaria la accién previa de otros enzimas que liberen las cadenas de
acido poligalacturénico de cadenas 1laterales de galactanos v

arabinogalactanos.

Yamaki y Kakiuchi (1979) estudian los enzimas capaces de
degradas la pared celular de la pera, encontrando tres grupos de
enzimas: el primero 1o constituyen PG, exocelulasa y mananasa, que
presentan un pico de actividad maxima en el momento de plena madurez
del fruto. El segundo grupo lo forman arabinanasas, B-glucosidasas y
endocelulasa, con picos de actividad poco después de la madures. Por
Gltimo B-xilosidasa, xilanasa y B-galactosidasa contintan aumentando

con la sobremaduracion del fruto.

Pressey (1983) confirma que el tomate contiene un alto nivel
de actividad B-galactosidasa. Sus estudios indican que la actividad
es debida a tres formas enzimaticas que pueden separarse por una
combinacién de cromatografia en DEAE-Sephadex A-50 y Sephadex G-100.
Dos de Tos enzimas (B-galactosidasas I y III) tienen propiedades
similares, excepto que la I tiene doble peso molecular que la III, lo

que sugiere que es un dimero de este Ultimo. S61o una de las formas
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(II) es capaz de liberar galactosa de un polisacarido rico en

galactosa aislado de tomates.



3.— MATERIALES Y METODOS
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3.1.- MUESTRAS UTILIZADAS.

Se emplean muestras de la variedad Hojiblanca, recolectadas

en la provincia de Sevilila.
Para la toma de muestra se utilizan tres arboles, recogiendo
el fruto de la parte externa e interna, y de la superior e inferior,
con objeto de disponer de una muestra lo suficientemente

representativa de su estado de madurez medio.

La aceituna una vez recolectada se almacena a -30°C hasta su

uso.
3.1.1.- Preparacion de la muestra.

E1 fruto se descongela, se deshuesa en deshuesadora manual

y se tritura con una batidora.
3.2.- HUMEDAD.

Material.-
Pesasustancias de 50mm de didmetro y de 35 mm de altura
aproximadamente.

Estufa de vacio.
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Metodologia.~-

Se deseca en la estufa un pesasustancias abierto, a 98-100
°C. Se tapa, se introduce en un desecador, se deja enfriar y se pesa.
Se carga con 50 g de la muestra, aproximadamente, y se vuelve a pesar,
se introduce en la estufa, se retira la tapa y se mantiene a 60-70 °C,
con un vacio parcial inferior a 25 mm, hasta peso constante. Se deja
entrar aire en la estufa hasta alcanzar la presién atmosférica, se
tapa inmediatamente el pesasustancias y se introduce en un desecador.
Una vez que haya alcanzado la temperatura ambiente, se pesa. E]

contenido de humedad se calcula segin i1a férmula:

P, - P,
% de humedad= x 100
Py = Po

siendo,
P, = peso del pesasustancias vacio.
P, = peso del pesasustancias con la muestra, antes de
desecarlo.
P, = peso del pesasustancias con la muestra después de

desecario.
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3.3.- GRASA.

Material.-
Extractor tipo Soxhlet.
Estufa con circulacién de aire.

Rotavapor.

Reactivos.-

Hexano (Merck R.A.).

- Metodologia.—-

La muestra, exenta de agua, se pesa con exactitud de 0,1 mg.
Se introduce en un cartucho de extraccién y se coloca en el Soxhilet,
1levando a cabo la extraccion con hexano. E1 extracto se recoge en un

matraz, previamente tarado, conteniendo unos trozos de plato poroso.

Se separa el hexano en rotavapor y el residuo gue queda se
elimina en estufa a 100 °C, hasta peso constante. E1 contenido de
materia grasa, referido a materia seca, se calcula segin:

P, - Py

% materia grasa (ref. a mat. seca = x 100
P

siendo,
P= peso de muestra.

P,= peso del matraz tarado antes de la extraccién.
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’ P,= peso del matraz después de la extraccién.
3.4.- NITROGENO PROTEICO.
Principio.-

Se utiliza una adaptacién del método Kjeidalh para determinar

pequefias cantidades de nitrégeno, del orden de 1-2 mg por ml.

E1 método es particularmente adecuado para la determinacion
de proteinas, puesto que con &1 no se evalGa el nitrdgeno nitrico, el
cianhidrico, el de hidracina, el del grupo azo, ni el nitrdogeno en

nacleos ciclicos.

La materia orgénica se descompone por la accién del Aacido
sulfdrico, quedando en forma de sulifato de amonio. Cuando este se pone
en medio béasico, por adicién de hidréxido sédico, se desprende
amoniaco, el cual se puede arrastrar con vapor de agua y valorarlo por
retroceso con acido clorhidrico. Las reacciones gque tienen lugar son
las siguientes:

1.- 8O,(NH,), + NaOH —— SO,Na, + 2 NH,OH

2.- 2 NH,0H + 2HC1 —— 2CINH, + H,0

Para calcular el contenido en proteinas, se utiliza la regla
empirica de que el % de la misma es igual al de nitrégeno muitiplicado

por 6,25 (regla basada en la suposicidon de que la proteina tiene una
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riqueza de nitrégeno del 16%).

Material.~-
Matraz microkjeldahl
Aparato de destilacién

Camisa calefactora

Reactivos.-

Acido sulfirico (Panreac, R.A.)

Solucién de sulfato de cobre al 4% (Probus, Q.P.)

Solucion de acido clorhidrico 0,1 N (Panreac, R.A.)
Solucién de hidréxido sédico 0,1 N (Panreac, R.A.)
Solucién de rojo de metilo (Merck) al 0,2 %, en alcohol del

95%.
Metodologia.-

En un matraz de digestién microkjeldahl, se colocan entre
122-380 mg, 2 ml de acido sulfurico, 0,8 g de suifato de potasio, con
objeto de aumentar el punto de ebullicién del &cido sulfidrico y 1 ml

de solucidén al 4% de sulfato de cobre, que actua como catalizador.

E1 ataque se practica manteniendo el matraz en posicidn
inclinada, unos 45 grados respecto de la horizontal, con un pequefio
embudo en su boca. Inicialmente se somete a un calentamiento suave

hasta que 1legue a ebullicién (5 minutos). Posteriormente, se aumenta
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el grado de calentamiento para que el contenido del matraz se mantenga
a ebullicién fuerte. La operacién se realiza bajo campana de gases,
debido al desprendimiento de anhidrido sulfuroso. La mineralizacion

4 total suele durar de 20 a 30 minutos.

Se deja enfriar y se afaden 5 ml de agua destilada fria,
disolviendo la torta que se forma y se introduce en el aparato de
desti]acién. R4pidamente se afiaden unos 7 ml de solucién de hidréxido
sédico al 30%, se comprueba que el medio estd basico afadiendo unas
gotas de fenolftaleina y se cierra el embudo con una varilla. Se
mantiene la destilacién 10 minutos y el amoniaco que se forma se
recoge sobre 10 ml de 4cido clorhidrico 0,1 N, introduciendo el
extremo del refrigerante en la solucidén de 4acido. Se afade como
indicador una gota de rojo de metilo y se valora el exceso de &cido
con 4lcali 0,1 N, en caliente, para evitar que el anhidrido carbénico

del aire actie sobre el indicador.

Los miliequivalentes de nitrégeno que contiene la muestra
vienen dados por:
meq de nitrégeno = (10 - V) x 0,1

donde V es el volumen de &lcali gastado.

El % de nitrégeno de la muestra se calcula segun:

(10 - V) x 0,1 x14
% de nitrégeno = x 100
p

siendo:
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P la cantidad de muestra, expresada en miligramos, y 14 el

peso atémico del nitrégeno.
3.5.- AZUCARES LIBRES.

Material.-

Cromatégrafo de 1iquidos Perkin Elmer Series 4, provisto de
inyector manual Rheodyme 7125.

Detector de indice de refracciéon Perkin-Elmer LC-25.
Integrador Hewiett-Packard.

Columna Aminex HPX-87 Ca.

Reactivos.-

“Etanol 96% (Panreac, R.A.)
Tolueno (Quimén, R.A.)
Amberiita IR 45 OH (Merck)
Amberilita IR 120 H (Merck)

Minicolumna Sep-pak C 18 (Waters Associates)
Metodologia.-

A 50 g de pulpa se le afaden 250 ml de etanol del 96%. Se
mantiene a reflujo durante 2 horas, se deja enfriar y se filtra a
vacio, en Bilichner. E1 filtrado se concentra en rotavapor hasta
sequedad, se aflade agua destilada para disolver los azucares y se

filtra. Se vuelve a filtrar y se 1leva a 500 m1 en matraz aforado.
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La disolucion se cubre con una fina capa de tolueno para

evitar desarrollo microbiano y se conserva en cémara frigorifica. La
determinacidn de los azlGcares libres se 1leva a cabo por HPLC, siendo
previamente necesario pasar la muestra por resinas de intercambio
i6nico para eliminar aniones y cationes, que interfieren luego en la

determinacidn cromatografica.

A 2 ml de la disolucién de azucares se afiade 1 ml de
disolucién de 2-deoxiglucosa al 1%, y se pasan por las resinas de
intercambio idnico. Cada columna se lava con agua (30 ml de agua por
cada columna) y 1os eluyentes se recogen y evaporan en rotavapor a
sequedad. Se afiaden 2 m1 de agua destilada, se filtra por milipore y

se pasa por una columna de C 18 para eliminar pigmentos y polifenoles.

La separacién cromatografica se realiza utilizando agua como
fase mévil, a una velocidad de flujo de 0,9 mi/min, en condiciones

isotérmicas de 84°C.
3.6.- TEXTURA DEL FRUTO.

La determinacién de la textura se realiza por compresién-
cizallamiento, que es la forma en que se actua durante la masticacion,
utilizando un texturdmetro especialmente disefiado para este fruto

(Ferndndez Diez et al., 1985).

Tamafio de la muestra y numero de replicados.-
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Se toman muestras de 10, 15 6 20 g de frutos deshuesados,

segin la madurez del mismo, procurando que la presién oscile entre 1-
3 Kg/cm? para obtener resultados comparables. En el caso de aceitunas
negras, se utilizan 15 g. E1 nimero de replicados necesarios para

obtener una media representativa es de 10.

Expresié6n de los resultados.~-

Los valores se dan en Kg/cm? x 100g de fruto deshuesado.

3.7.~ ACTIVIDADES ENZIMATICAS.
Conversioén en polvo de acetona.

Dado que la aceituna es un fruto con alto contenido en
aceite, su eliminaciodn constituye una parte fundamental en la
preparacidén de la materia prima. Esta operacién , basada en 1la
trituracién con acetona fria, ayuda a romper la pared celular y
facilita la salida tanto de la grasa como de 1os enzimas, a 1a vez que

estos son precipitados.

Material.-
Batidora (Braum)

Homogeneizador Ultraturrax T25 (Janke Kunkel)
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Embudo Bichner

Camara frigorifica (-20 °C)

Reactivos.-

Acetona (Panreac, R.A.)

Metodologia.-

Se deshuesa el fruto, previamente descongelado, con

deshuesadora manual y se tritura con una batidora.

Se pesan 100 g de pulpa triturada, se le afaden 1000 ml de
acetona a -20 °C y se homogeneiza durante 2 minutos en Ultraturrax a
velocidad maxima. Se filtra por embudo Bilichner sobre papel de filtro
y se lava tres veces con acetona fria (3 x 500 ml), repitiéndose en

cada lavado 1a homogeneizacidén en Ultraturrax.

E1 polvo que se obtiene, denominado poivo de acetona, se deja

secar a temperatura ambiente durante 30 minutos y se almacena a -30 °C.

3.7.1.- Extraccién de glicosidasas.

El extracto enzimatico se prepara a partir del polvo de

acetona.

Material.-
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Agitador magnético AGIMATIC 243 (Selecta)

Reactivos.-

Solucién tampén citrato (4cido citrico, citrato sédico 500

mM, pH 4,6) (Fluka).

Metodologia.-

3 g de polvo de acetona se tratan con 25 ml de tampén citrato

500 mM, pH 4,6, durante 1 hora, con agitacién constante, a 4°C. E]l

homogeneizado se filtra vy en el filtrado se analizan los enzimas

presentes.

3.7.2.- Medidas de actividades enzimaticas.

Material.-
Espectrofotémetro 550E, UV/VIS (Perkin-Elmer)
Bafno termostatico con agitacioén

pHmetro Digilab 518 (Crison)

Reactivos.-

Tamp6n citrato (4cido citrico, citrato sédico 500 mM, pH 4,6)
Sotucién de carbonato sddico 500 mM

Como substratos se utilizan soluciones 500 mM de Tos

siguientes reactivos:
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4-nitrofenil-a-D-galactopiranésido (Fluka)
4-nitrofenil-a-D-manopiranésido (Sigma)
2-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (Bohringer)
2-nitrofenil~a-D-arabinopiranésido (Sigma)

2-nitrofeil-a-D-xilopiranésido (Sigma)
Metodologia.-

Las actividades a-galactosidasa, B-galactosidasa, a-
manosidasa, a-arabinosidasa y a-xilosidasa se determinan midiendo el
incremento de absorbancia que tiene lugar al liberarse p-nitrofenol
del respectivo substrato p-nitrofenilderivado, por accion de cada

enzima.

La mezcla de reaccidén contiene 0,1 ml de disolucidén de
substrato, en tampon citrato 500 mM, 0,8 ml de tampdn citrato 500 mM
y 0,2 ml de extracto enzimitico. Se incuba durante 15 minutos a 40°C
y se detiene la reaccién por adicién de 5 ml de solucién de carbonato

sodico 500 mM. Se mide la absorbancia a 420 nm.

Se realiza el blanco correspondiente, que consiste en una
mezcla idéntica a la anterior, en 1a que el tiempo de incubacion es 0

minutos.
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Expresion de 1a actividad enzimédtica.-
Se expresa en Katales (Unidad del Sistema Internacional). Se
define un katal como la cantidad de enzima que convierte un mol de

substrato en producto en un segundo.

3.7.3.- Extraccién de enzimas celuloliticos.

E1 polvo de acetona correspondiente a 25 g de pulpa se
suspende en 50 ml de una disolucion tampén fosfato 0,02 M, pH 6,6,
durante 2 horas, en camara frigorifica a 2,5 °C. Se centrifuga a 10000
rpom durante 10 minutos, a baja temperatura. Se separa el sobrenadante
y se filtra a través de filtro milipore de 5 p. Al filtrado se le
aflade mertiolato al 1% para que resulte una concentracién final dei

0,01%, con objeto de evitar toda contaminacién microbiana.
Este extracto, denominado crudo, se utiliza en Jos
correspondientes ensayos enzimaticos. Posee una fuerte coloracién, de

marrdn a violeta oscuro, dependiendo del estado de madurez del fruto.

3.7.4.— Medida de la actividad celuloiitica.

Materiales.-
Bafio viscosimétrico Viscobath-134, con termémetro Thermostat-
634, de Crison

Viscosimetro Cannon Fenske viscosimeter (serie 150)
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Reactivos.-
Solucién tampén acético/acetato sédico 0,04 M, pH 5,5
Solucién de carboximetilcelulosa (CMC), Solucel N-50
(Sigma,al 0,5% (p/v). Se disuelve en tampén acético/acetato de pH 5,5,
emp}eando un agitador magnético para homogeneizar la solucidn. Para su

conservacién se afaden unas gotas de mertiolato (solucién el 0,01%).
Metodologia.-

La actividad celulolitica se determina midiendo 1la

disminucién de la viscosidad de la CMC, utilizada como sustrato.

Reaccién enzima sustrato

En un matraz erlenmeyer de 50 m1 se mezclan 5 m1 de solucién
del extracto enzimatico con 10 mi de solucién del extracto enzimatico
y se incuba a 30 °C en bafio de agua durante 24 horas, siendo el pH de

la mezcla resultante 5,9.

Paralelamente, se prepara un blanco, adicionando a 10 ml de
solucién del substrato, 5 ml del extracto, previamente inactivado por

calentamiento a ebullicién, a reflujo, durante 45 minutos.

Medida de viscosidad
Se utiliza un viscosimetro capilar de vidrio devtipo Cannon-
Fenske, introducido en un bafio cilindrico de pared transparente,

realizando las medidas a 30 °C y se usa como medida de viscosidad el
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tiempo de descenso de la solucién entre dos marcas del mismo. La

estandarizacion se ileva a cabo midiendo el tiempo de flujo del agua.

Expresioén de la actividad enziméatica
Se calcula como porcentaje de descenso relativo de 1la

viscosidad del extracto activo (A) respecto al blanco (B):

Viscosidad (B) - Viscosidad (A)
% descenso de viscosidad= x 100
Viscosidad (B)

Dichos porcentajes se convierten en unidades relativas de

actividad enzimatica usando la transformacién de Almin et al (19 ).

3.7.5.- Extraccién de poligalacturonasa.

Se prensan 50 g de fruto deshuesado para eliminar alpechin
y aceite, se afaden 100 ml de agua y se tritura en Ultraturrax,

velocidad maxima, se filtra y lava varias veces con agua destilada.

Se afaden 100 ml de solucién ai 2% de NacCl ,‘se extrae

durante 72 horas y se filtra.

3.7.6.- Medida de la actividad de poligalacturonasa.

La actividad se realiza de forma andloga a la indicada en

3.7.4., expresandola como porcentajes de descenso de viscosidad.
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3.8.— ANALISIS DE LA PARED CELULAR.

La analitica completa en torno a la pared celular comprende
1a obtencién del residuo insoluble en alcohol etilico, el aislamiento

de pared propiamente dicha y su posterior fraccionamiento.

3.8.1.- Residuo insoluble en alcohol etilico.

Material.-
Batidora (Braum)
Ultraturrax T25 (Janke Kunke)

Embudo blichner

Reactivos.-
Alcohol etilico 96% (Merck, R.A.)

Acetona (Panreac, R.A.)

La aceituna deshuesada y triturada se trata con un volumen
de etanol del 96% tal que, teniendo en cuenta ia humedad del fruto, se
obtenga una concentracién final del 80%. Se homogeneiza durante 1 min
en Ultraturrax, a velocidad maxima, se filtra a vacio por embudo
biichner y el residuo se trata con un volumen igual de alcohol etilico
del 80%, se vuelve a homogeneizar con Ultraturrax, en las mismas
condiciones, se filtra y se lava dos veces con acetona. Se deja secar

a temperatura ambiente y se pesa.
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3.8.2.- Aislamiento de pared.

Para la obtencién de 1a pared se ha seguido esenciaimente el
método de Selvendran, con las adaptaciones necesarias al fruto en

estudio.

Material.-
Ultraturrax T25 (Janke Kunke)
Ultracentrifuga refrigerada (Sorvail)

Embudo Blichner

Reactivos.-

Deoxicolato sédico (Merck, R.A.)
Alcohol n-octilico (Merck, R.A.)
Fenol (Panreac, R.A.)

Acetona (Panreac)

Alcohol etilico (Panreac)

Metodologia.-
A 50 g de pulpa triturada se afiaden 200 mi de una solucién
al 1% de deoxicolato sédico y 2 ml de octanol, homogeneizando en

Ultraturrax y se mantiene en agitacion durante 2 horas, a 4 °C.

Se centrifuga a 13000 rbm durante 40 minutos, se filtra a

través de embudo biichner, conservando el filtrado a 4°C.
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Al residuo se le afiaden 250 m1 de agua destilada, se vuelve

a homogeneizar en Ultraturrax, se centrifuga y filtra de nuevo. Esta
operacién se realiza dos veces. Las aguas de lavado se unen a la
anterior y en ellas se determina la fraccion de polisacéridos solubles

en agua fria.

Al residuo se le afiaden 100 mi de fenol-acido acético-agua
(2:1:1) se homogeneiza en Ultraturrax, se centrifuga en andlogas
condiciones, repitiendo otra vez 1a misma operacién y se lava
repetidas veces con acetona hasta filtrado incoloro. Este sélido

constituye el material de pared.

3.8.3.- Fraccionamiento de pared.

Se 1leva a cabo a partir del material de pared, que se

obtiene segln el procedimiento anteriormente indicado.

Material.-

Ultracentrifuga refrigerada (Sorval)
Rotavapor (Buchi)

Embudos buchner

Ultraturrax

Bafio termostéatico

Sacos de didlisis (Sigma Pm 12000)
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Reactivos.-
Alcohol etilico 96%
Alcohol etilico 80%
Oxalato aménico (Merck)
Clorito s6dico (Merck)
Acido acético glacial (Fluka)
Hidréxido sédico (Merck)

Acetona (Panreac)

3.8.3.1.~- Fraccidn soluble en agua fria.

La fraccién de polisacaridos solubles en agua (PSA) se
concentra en rotavapor se precipita con 5 volumenes de alcohol etilico
96%, se centrifuga a 13000 rpm durante 40 minutos, se filtra por

biichner y se seca con acetona.

3.8.3.2.~ Fraccidn soluble en agua caliente.

E1 material de pared correspondiente a 100 g de pulpa
original se extrae con 200 ml de agua a 75 °C, durante 30 minutos. Se
centrifuga a 13000 rpm, se filtra por bilichner y se repite la
extraccién en las mismas condiciones, uniéndose los filtrados. Se
concentra en rotavapor y se precipita con 5 volimenes de alcohol
etilico del 96%, se centrifuga a 13000 rpm durante 4o minutos, se
filtra por biichner y se seca con acetona. Esta fraccién contiene los

polisacadridos solubles en agua caliente (PSAC).
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3.8.3.3.- Fraccién soluble en oxalato aménico.

E1 material correspondiente a 50 g de pulpa fresca se trata
con 100 m1 de solucidn al 1% de oxalato aménico, calentando en bafio de
agua a 80 °C, durante‘dos horas. Se centrifuga a 13000 rpm durante 40
minutos, se filtra por bichner, se lava con agua, se vuelve a

centrifugar y se seca con acetona.

3.8.3.4.- Delignificacién.

E1 material correspondiente a 100 g de pulpa original, se
suspende en 200 ml1 de agua, en matraz de tres bocas. En una de ellas
.se coloca un tubo de desprendimiento de gases. Se coloca en bafio
termostitico, en el interior de una campana extractora, adicionando

octanol como antiespumante.

Se afaden 0,8 mi1 de acido acético glacial y tras dos o tres
minutos, se adicionan 2,3 g de‘c1orito s6dico. Se mantiene 1 hora a 75
°C, agitando ocasionalmente. La misma operacioén se repite cuatro veces.
Al cabo de cuatro horas, se deja enfriar, se centrifuga a 13000 rpm y
se filtra por crisol de porosidad 2. Se lava y centrifuga dos veces
con agua destilada caliente para eliminar los restos de clorito y se

seca con acetona. El residuo obtenido constituye 1a holocelulosa.
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3.8.3.5.— Extraccién de hemicelulosas.

1 gramo de holocelulosa se trata con una solucién de NaOH al
10%, a la que previamente se le hace pasar una corriente de nitrégeno
durante al menos dos horas, en proporcién tal que resulte 1:1 respecto
a pulpa original. Después de estar en contacto 24 horas, a temperatura
ambiente, en atmésfera de nitrégeno con agitacién constante, se
centrifuga y se filtra. Se lava con la misma disolucidén de NaOH y se
vuelve a centrifugar y filtrar. Se guarda el sobrenadante y el residuo

se seca con acetona, constituyendo la a-ceiulosa.

Del sobrenadante se aislan las hemicelulosas A y B de acuerdo

con la metodoiogia siguiente:

Hemicelulosas A:

E1 sobrenadante se acidula con acido acético hasta pH 5-6.
El precipitado, que constituye la Hemicelulosa A, se centrifuga a
12000 rpm durante 30 minutos, se filtra por bilichner y se seca con

acetona. En el filtrado gqueda disuelta 1a hemicelulosa B.

Hemicelulosa B:

E1 filtrado de l1a hemicelulosa A se dializa frente a agua

destilada durante 24 horas. La solucién dializada se concentra en

rotavapor, hasta un volumen aproximado de 50 ml y se afiaden cuatro
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veces este volumen de alcohol etilico del 96%, con lo que precipita la

hemicelulosa B. Se centrifuga, se filtra por embudo bilichner y se seca

con acetona.
3.9.- CUANTIFICACION DE AZUCARES NEUTROS.

- Los aztcares liberados en 1a hidrélisis del residuo insoluble
en alcohol y de las distintas fracciones de pared se determinan por

cromatografia gaseosa.

3.9.1.- Hidrélisis.

Reactivos.-
Acido sulflirico (Merck, R.A.)
Hidréoxido aménico (Merck, R.A.)

Inositol (Sigma, R.A.)

Metodologia.-

a) 250 mg de residuo insoluble en alcohol se tratan con 1 mi
de acido sulfarico durante 2 horas a 40°C, se afiaden 11 ml de agua y
se continua la hidrélisis durante 2 horas mds a 100°C. Se neutraliza
con hidréxido aménica, se anade 1 ml] de diso]uéién de 1inositol (2

mg/m1) y se filtra.

b) 250 mg de las distintas fracciones de pared se hidrolizan

en condiciones andlogas a las anteriores, excepto el tiempo inicial de
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hidrélisis, que se reduce de dos a una hora.

3.9.2.- Determinacién por cromatografia gaseosa.

E1 andlisis por cromatografia gaseosa de los azucares
resultantes de la hidrélisis, se 1leva acabo preparando sus
correspondientes acetatos de alditol, de acuerdo con el métodos de

Englyst et al. (1984).

Para calcular los porcentajes de cada aztcar se ha utilizado

el método del patron interno, utilizando inositol como patroén.

Material.-
Cromatdgrafo Perkin-Elmer modelo 3920 B, equipado con
detector de ionizacion de 1lama.

Integrador Hewlett Packard 3394 A

Reactivos.-

Disolucién de amoniaco al 20,27% (Probus)
Borohidruro de sodio (Merck, R.A.)

Acido acético glacial (Panreac, R.A.)
1-metil-imidazol (Fluka, R.A.)
Diclorometano (Merck, R.A.)

Cloroformo (Panreac, R.A.)
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Metodologia.-
A 1ml de la disolucién procedente de l1a hidrélisis se afiaden
20 ul1 de hidréxido aménico, comprobandose due la disolucién esté
basica, se adiciona una punta de espdtula de borohidruro de sodio y se
deja durante 1 hora a 40 °C. Se destruye el exceso de reactivo con
adcido acético glacial, hasta que cese el desprendimiento de burbujas.
A 100 ul de esta disolucidon se afaden 0,3 m1 de imidazol, que actua
como catalizador, y 2 ml de anhidrido acético, dejandolo actuar 5
minutos. Posteriormente, se afaden 5 ml de agua y 1 ml de
diclorometano. La fase acuosa se desecha y la organica se evapora a
sequedad en rotavapor. Los acetatos de alditol se disuelven en 0,1 ml

de cloroformo y se inyectan en el cromatégrafo.

Condiciones cromatograficas.-

‘La separacién de los acetatos de alditol se realiza en una
columna capilar de silice fundida, de 30 m de largo y 0,53 mm de
diametro interno. La fase liguida es 1a SPTM 2380 de la firma Supeico.
Se ha utilizado un kit de la misma firma para l1a instalacién de
rcolumnas capilares. Como gas portador se ha empleado helio, con un
flujo de 3 ml/min. La corriente de gas auxiliar ha sido también de
helio, con un flujo de 60 ml/min. La temperatura del blogue de
inyeccion ha sido de 250 °C, la del detector 330 y la de la columna

250. Se ha inyectado 0,2 ul de cada muestra.
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3.10.~ CROMATOGRAFIA DE FILTRACION SOBRE GEL.

La técnica se basa en la permeabilidad decreciente de las
moléculas de soluto a través de una red tridimensional de gel
hinchado, en funcién de sus pesos moleculares crecientes. Las
moléculas con un tamafio mayor que los poros del gel no podran penetrar
en ellos, por 1o que atravesaran el lecho arrastradas por el eluyente.
Las més peqﬁeﬁas ée introducen en el gel, dependiendo la penetracién
de su tamafio y de su forma, de tal manera que tardaran mas tiempo que

tas anteriores en salir por el final de la columna.

Caracteristicas de los geles empleados.-
Son geles de dextrano (polimero lineal de glucosa) del tipo
Sephadex, de 1la firma Pharmacia Fine Chemicals:
Sephadex G-100, con un rango de fraccionamiento de
4000-10000 para proteinas globulares y de 1000-100000 para dextranos
y un tamafo de particula de 40-120 u. Se suministra en forma de gel

S€cCo.

Sephadex G-200, con un rango de fraccionamiento de
5000-600000 para proteinas globulares y de 1000-200000 para dextranos
y de tamafio de particula de 40 -120 u. Se suministra en forma de polvo

Seco.

Eluyentes:

a) Tampén citrico-citrato sédico 50 mM, pH 4,6
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b) Tampén fosfato monosédico~-fosfato disddico 20 mM, pH 7,0

A ambos tampones se ariade azida soédica al 0,02% como
conservante. Antes de su uso se pasan por un filtro Millipore con 0,45

i de Tuz de malla y se desairean durante 1 hora.

Hinchado del gel.-

En el caso de geles Sephadex se procede al hinchado, bien a
temperatura ambiente, desaireando posteriormente con ayuda de vacio,
o calentando a bafio maria de un modo mas rdpido y sin necesidad de

desairear.

Para el Sephadex G-100, por cada gramo de gel se afaden 15-
20 ml de tampén y para el G-200 se anaden 30-40 ml, manteniéndose
durante 24 horas a temperatura ambiente, o calentando 2 horas en baifio
maria.

Instrumentacién y condiciones cromatograficas.

Se emplean dos tipos de columna de la firma Pharmacia Fine

Chemicals, modelos K 26/70 y K 26/100.

E1 flujo de eluyente se controla con una bomba peristdltica

modelo P-3 de 1la misma firma.

Se utiliza un colector de fracciones automatico, modelo
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Fracc-100 vy una Unidad Optica de la misma firma.

a) Fraccionamiento enzimatico.
Se utiliza una columna (2,6 x 68 cm) empaquetada con Sephadex

G-100.

Se aplican 4,5 ml de extracto enzimatico, eluyéndose con
tampén citrato 50 mM, con un flujo de 21 mi/h y se recogen fracciones
de 4,8 mi. El curso de la separacién se sigue mediante medidas de

absorcion a 280 nm y por determinacidn de las actividades enzimaticas.

b) Fraccionamiento de polisacaridos.
Se utiliza una columna (2,6 x 70 cm) empaguetada con Sephadex

G-200.

Se aplican 3,5 ml de solucién de polisacaridos, eluyéndose
con tampon fosfato 20 mM, pH 7,0, con un flujo de 20 m1/h y se recogen
fracciones de 4,5 ml. EIl cursd de la separacidn se sigue mediante la
determinacién de azlcares totales (método del fenol-sulfirico) y de

4dcidos urénicos (método de Blumenkrantz).

Calibrado de las columnas.

Se construyen las curvas de calibrado, obtenidas a partir de
los volimenes de elucién de varias sustancias de referencia, de peso
molecular conocido. La representacién grafica del coeficiente de

reparto Kav para estas sustancias, en funcién de los logaritmos de sus
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pesos moleculares, da la correspondiente curva de calibrado, que es
1ineal en el intervalo donde los pesos moleculares estéan incluidos en

el rango de fraccionamiento del gel.
Para determinar Vo, se usa azul dextrano 2000 de Pm 2x10°,
3.11.— MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Principio.-

E1 estudio el microscopio electrénico se hace por bombardeo
de un corte ultrafino de la muestra ya incluida. Existen estructuras
transparentes a los electrones y otras que son mas o menos densas a su
paso; los electrones que logran atravesar la muestra dan una imagen en
una pantaila fluorescente, con lo que las estructuras por las que
pasan los electrones sin dificultad aparecen como blancas y las gue

ofrecen una cierta resistencia se ven como mas O menos oOscuras.

En una célula parenquimatica se observa una vacuola central
que, si la muestra no ha sido tratada con ninguna tincién especifica -
y dependiendo de su contenido-, es tranéparente a los electrones. El
resto de los orgdnulos celulares se encuentran entre esta vacuola y el

plasmalema (membrana citopliasmatica).

La pared celular se observa como una capa bien diferenciada,
contigua al plasmalema. Est4 compuesta por fibrillas densamente

empaquetadas, incluidas en una matriz granular translGcida a los
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electrones. La l4mina media es visible, como una regién densa a los
electrones, entre las paredes de dos células contiguas. En la zona
fibrilar de paredes inalteradas, es posible, incluso, cobservar capas

con distinta orientacidon en sus fibrillas.

Las técnicas de preparacién de tejidos para su observacion
al microscopio electrénico se basan en una fijacién (por métodos
fisicos o quimicos) de los mismos, para evitar su alteracion por
movilizacién de sus componentes, seguida de una inclusién en resinas

adecuadas a cada tipo de muestra y tratamiento.

Durante el proceso se tifie el tejido, en distintos momentos,
con acetato de uranilo y citrato de plomo, para dar mayor contraste a

tas distintas estructuras.

Material.-
Microscopio electrénico de transmisién (Philips CM-10)
Microtomo Reiger-Junt (Ultracult-3)

Sistema de revelado

Reactivos.-

Cacodilato sédico (Fluka)
Glutaraldehido (Fluka)
Acido clorhidrico (Panreac)
Cloruro célcico (Panreac)

Agua
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Tetréxido de osmio (Fluka)

Metodologia.-

a) Fijacion

Se corta el tejido en blogues pequefios en una solucién de
glutaraldehido al 4% en tampdn cacodilato 100 mM, pH 7,4 y se mantiene
durante 3 horas, a 4 °C. Seguidamente se lava repetidas veces con el
mismo tampon (que contenga sacarosa 160 mM), durante 2 a 12 horas.

b) Postfijacion

Se tratan los blogues con tetrdoxido de osmio al 2%, a
continuacién se lavan con tampén al que se ha adicionado un 7,5 % de
sacarosa para evitar que se alteren las estructuras por 4smosis.

<) Deshidratacién

Se realiza con soluciones de acetona de concentracién

creciente (50 a 100%).
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d) Inclusién en resina

Los componentes de la resina SPURR son:
ERL-4206
DER-736
Anhidrido 2-none-1-succiniiico

Dimetilaminoetanol

Antes de 1la 1incliusién en resina pura, se hacen tres
inclusiones sucesivas en mezclas acetona-resina, gue se realizan con
vacio:

19.- Acetona:resina 2:1; algo mas de 1 hora
20.~- Acetona:resina 1:1; algo mds de 1 hora

30.- Acetona:resina 1:2; algo mas de una hora

=
{o]
i

Resina pura, 12 horas.

Formacion de los blogues.

Las cdpsulas (1 ml) se 1lenan hasta su mitad con la resina.
Con la ayuda de un palillo, se sacan los trozos de tejido de la resina
pura, se depositan en la cépsuia y se 1lena esta compietamente de
resina. Se deja polimerizar 8 horas a 70 °C, 6 12 horas a 60°C.

Tincioén.

Los bloque se cortan en el ultramicrotomo, utilizando una
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cuchilla de vidrio y obteniéndose secciones de alrededor de 80 nm. Se
colocan sobre rejilla de cobre y se flotan con acetato de uraniio,
durante 30 minutos, se lavan con agua y se flota en una gota de
disolucién de citrato de plomo, en placa petri que contenga‘ algunas
lentejas de NaOH con objeto de retirar el anhidrido carbém'.co del
ambiente. Se mantiene durante 30 minutos, al cabo de los cuales de
tava con NaOH 0,02 N, seguido de agua destilada y se seca con papel de

filtro.



4. — RESULTADOS
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4.1.—- ASPECTO DE LA PARED CELULAR AL MICROSCOPIO

ELECTRONICO.

Se han hecho preparaciones de pared celular, segin las
técnicas indicadas en el apartado de materiales y métodos de frutos
verdes y maduros, para su visualizacién al microscopio electrénico
(figuras 11 y 12). Puede observarse como el frufo verde presenta
estructuras altamente ordenadas, en tanto que en el maduro se aprecia
una notable desintegracién. En los sucesivos apartados de esta teis se

estudia quimicameente qué componentes han sufrido dicha degradacidn.



Figura 11.- Fotografia al microscopio electrénico de un

corte de pared celular de aceituna verde.



Figura 12.- Fotografia al microscopio electrénico de un

corte de pared celular de aceituna madura.
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4.2.- GLICOSIDASAS.

En esta primera parte, se da cuenta del estudio realizado
sobre las glicosidasas presentes en 1a pulpa de aceitunas, sus
caracteristicas mas acusadas, factores que influyen en la actividad,
evolucién a 1o largo de la maduracién, asi como la determinacién de

sus pesos molecuiares.

4.2.1.- Condiciones dptimas para l1a medida de actividad de

glicosidasas.

4.2.1.1.—- Extraccion de los enzimas.

Dadas las caracteristicas peculiares de la aceituna (alto
contenido en materia grasa y en polifenoles), la clarificacién de un
extracto directo de la puipa es practicamente inviable debido a los
graves problemas de filtracion y centrifugacién que se han encontrado.
Debido a esto, como paso previc a la extraccién, se ha optado por
tratar la puipa con acetona a baja temperatura para eliminar 1ipidos,
humedad y algunos pigmentos, obteniéndose el denominado polvo de

acetona.

La conversion en polvo de acetona es un método muy utilizado
para la purificacién de proteinas y se basa en la no solubilidad de
estas en disolventes organicos, siendo esencial mantener durante toda

la operacién la temperatura muy baja (-20°C), pues de lo contrario los
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enzimas se desnaturalizan.

Teniendo en cuenta que el fruto posee Una humedad media
maxima del 70% es suficiente un volumen de 1000 m1 de acetona por cada
100 gramos de pulpa, en el primer lavado, para asegurar una
concentracion final de acetona por encima del 90 %, eviténdose asi la
posiblie solubilizacién de los enzimas. Se ha comprobado que el empleo
de acetona a temperatura ambiente 1llega a 1inactivar casi
completamente los enzimas y que volUmenes inferiores a los indicados
en el primer lavado, solubilizan parte de los mismos. Los lavados .
posteriores se contintdan hasta que la acetona aparezca sin color, 1o

gque se consigue con dos o tres lavados, con 500 ml cada uno.

Para la extraccion se han utilizado 50 mi1 de tampén citrato
0,5M para 3 g de polvo de acetdna ya que cantidades superiores de
tampdn no aumentan la concentracidén de enzima extraido, mientras que
cantidades inferiores producen problemas de filtracién y

centrifugacion.

Para fijar el tiempo de extraccién se han estudiado tiempos
de: 0; 0,5; 1; 2 y 4 horas, no habiéndose encontrado diferencias
significativas por encima de una hora de extraccion por 1o que ha sido

2l fijado como éptimo.
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4.2.1.2.- Tiempo de incubacién.

La determinacién de actividades se ha realizado mediante un
andlisis a tiempo fijo, es decir, el extracto enzimdtico se incuba
con el sustrato (un nitrofenil-piranésido) durante un tiempo
determinado, se para la reaccién por adicion de carbonato sédico y se
determina la concentracién de nitrofenol liberada mediante medidas

colorimétricas.

Para determinar el tiempo de incubacién se ha medido la
velocidad de 1liberacién de p-nitrofenol en funcién del tiempo.
encontrandose que para todos los enzimas estudiados la cantidad de
nitrofenol liberado es lineal con el tiempo aun por encima de 60

minutos de incubacion.

Se ha elegido un tiempo de 15 minutos, para el cual se
ocbtienen aumentos de absorbancia apreciables para los enzimas de menos

actividad.
4.2.1.3.- Concentracion del enzima.

Una vez elegido el tiempo de incubacién, se ha estudiado el
rango de andlisis para cada enzima; es decir, entke qué valores de
UA/min se mantiene lineal 1la relacién velocidad de reaccion-

concentracién de enzima.
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Se han realizado ensayos de actividad con cantidades
crecientes de extracto enzimatico, entre 0.02 y 1 mi, completéndose el
volumen a 1 ml con tampdn citrato 0,5M, se le anade 0,1 ml de

disolucidon de substrato y se incuba durante 15 minutos.

En las figuras 13, 14, 15 y 16 se representan los aumentos

de absorbancia por minuto frente a los m1 de extracto utilizados.

Para a-galactosidasa se obtiene 1linealidad hasta 0,136

UA/min, perdiéndose esta para valores superiores 1o que se debe,
probablemente, a que la concentracién de substrato deja de ser

saturante.

Para B-gajactosidasa la linealidad se pierde por encima de

un valor de 0,043 UA/min, lo que corresponde a 0,5 ml de extracto
enzimdtico en el ensayo. En la g-manosidasa esta pérdida tiene lugar
por encima de 0,08 UA/min que también corresponde a 0,5 ml de extracto

y en la gq-arabinosidasa para 0,017 UA/min gue de nuevo corresponde a

2,5 ml de extracto.

Puesto que las concentraciones de substrato son idénticas en
los cuatro casos, las desviaciones obtenidas para B-galactosidasa, a-
manosidasa y a-arabinosidasa no se pueden explicar por el hecho de

gue 1a concentracion de substrato deje de ser saturante.
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La explicacién mas razonable es que, puesto que Tos

extractos presentan una fuerte coloracién, esta interfiera las medidas
a partir de un determinado valor de absorbancia del blanco, 1o que
viene apoyado por el hecho de que las desviaciones aparecen en los
tres por encima de 0,5 ml de extracto, que corresponde a una

absorbancia del blanco de 0,8 UA.

Por tanto se puede concluir que los aumentos de absorbancia
por minuto son proporcionales a 1a concentracién de enzima hasta unos

valores de 0,136 UA/min y para valores del blanco inferiores a 0,8 UA.
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4.2.1.4.- Concentracion de iones H*:

Cada enzima actua s6lo en un intervaio restringido de pH. Por
regla general, posee un pH 6ptimo caracteristico comprendido entre
5,5 y 7,5, que estd influenciado, ademds, por el tipo y la fuerza

iénica de la solucidon tampén utilizada para la medida.

Se ha estudiado la actividad en un rango de pH desde 1,70
hasta 10,30. En todos los casos, los pH corresponden al del final de

la mezcla de reaccion.

Para valores desde 1,70 hasta 5,76 se utiliza tampdn
citrato-citrico 0,5M; desde 5,76 hasta 7,03, tampon fosfato dibasico-
acido citrico y para valores superiores a 7,03, tampén fosfato

dibasico-amoniaco.

En las figuras 17, 18, 19 y 20 se recogen los porcentajes de
actividad respecto del maximo, obtenidos en cada caso. Para los cuatro
enzimas se obtienen pH 6ptimos muy similares comprendidos entre 4,3 y

5,3. En los ensayos enzimaticos se ha elegido un pH aproximado de 4,6.
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4.2.1.5.- Temperatura.
a.—- Relacidén entre velocidad y temperatura.

Como todas 1las reacciones quimicas endotérmicas, 1las
enzimiticas aumentan su velocidad al hacerlo 1la temperatura. Sin
embargo, presentan la peculiaridad de que a medida gue se incrementa
la temperatura también se va produciendo la inactivacién térmica del
enzima. Por esto, existe una temperatura oOptima en 1la cual 1la

velocidad de reaccidn es maxima.

Para encontrar esta velocidad de reaccién se ha medido en un
rango de temperaturas entre 25 y 60 °C. Los resultados obtenidos, tras
15 minutos de incubacién, se representan en las figuras 21, 22, 23 y

24.

En el caso de ga-galactosidasa, B-galactosidasa Yy a-

arabinosidasa se puede observar que la velocidad de reaccidén aumenta

linealmente con la temperatura hasta los 50 °C,mientras que para la

a-manosidasa esta relacién se da s6lo hasta los 40 °C.




107
En base a estos datos se puede estimar 1la energia de
activacién para cada enzima. La velocidad y temperatura estén

relacionados mediante la ecuacidn de Arrhenius, segun:

log v= log A - (E_ /2.3 RT)

donde:
v: velocidad de reaccién
A: factor de Arrhenius
E,: Energia de activacion
R: constante de los gases (8.3143 1073 KJ/mol)

T: temperatura expresada en grados Kelvin

Los valores encontrados para 1a energia de activacién de los

enzimas en estudio han sido:

a-galactosidasa: 69.34 KJ/mol
f~galactosidasa: 47.72 KJd/moi
a-manosidasa: 78.96 KJ/mol

a-arabinosidasa: 39.53 KJ/mol
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b.- Estabilidad térmica.

Se ha estudiado la estabilidad de los distintos enzimas
sometiéndoios a calentamiento entre 30 y 80 °C, durante 3 y 5 minutos.
En las figuras 25, 26, 27 y 28 se reflejan los resuitados obtenidos,

observéandose un comportamiento muy similar para los cuatro enzimas.

Todos son bastante estables hasta los 50 °C, aun cuando

a-galactosidasa y a-arabinosidasa son ligeramente menos establies que

los otros dos, ya que en 1los dos primeros el 40% de la actividad
inicial se pierde a 55 y 60 grados mientras que para los Ultimos esto

no sucede hasta 62 y 64 grados para -galactosidasa y 65 y 69 para

a-manosidasa.



% Actividad

100 ™ t{= 5 min
\ —— t= 3 min
\
80
60
40 -
20
0 r i s I
0 20 40 60 80

Temperatura ( C)

100

Figura 25.- Actividad de a-Galactosidasa (%) en funcién de la

temperatura.



7% Actividad

120
—®— {= 5 min
‘4" t= 3 min
100 - w
™
\
\
80 ] \\ \
|
\
0 - \
‘ \
\
40 4? |
\
Lo
20 - "
.
\
\‘-«.
0 i T ! ——9
0 20 40 60 80 - 100

Temperatura ( C)

Figura 26.~ Actividad de B-Galactosidasa (%) en funcién de la
temperatura.



7 Actividad

100 - e
AN
\\. \_\
N
80 ~ %
o
\\
\
\
\

—®— {= 5 min

'{”' t= 3 min

N
0 o
\
\
+
20 -
0 f f 1 I
0 20 40 60 80

Temperatura ( C)

Figura 27.—- Actividad de a-Manosidasa (%¥) en funcién de la

temperatura.

100



7% Actividad

100 —®— {= 5 min
\E\ ~+ 1= 3 min
i)
80 - W\
W\
\\\
\ @
A
60 l’\l‘;
\
‘\ \
40 - \ \
“\ o
\"\
20 - \\
\
i
\
0 — | | D
0 20 40 60 80

Figura 28.- Actividad de a-Arabinosidasa (%) en funcién de la
temperatura.

100
Temperatura ( C)



4.2.1.6.- Fuerza idénica del medio.

Como Gltimo factor que puede incidir sobre la expresién de
actividad enzimdtica, se ha estudiado la fuerza idnica del medio, para
ello se ha determinado la actividad en distintas disoluciones de
fuerza i6nica creciente. La composicién de las distintas disoluciones

y su correspondiente fuerza iénica se recoge en la Tabla I.

La determinacién de la fuerza idénica de las diversas
disoluciones se ha llevado a cabo calculando en primer lugar la
concentracién de las distintas espeéies acido-base presenteé en el
tampén: CitrH,, CitrH,'”, CitrH 2°Citr 3-. Estas concentraciones vienen

dadas en funcidén del pH por las siguientes expresiones:

[CitrH,] = Ct [H*]3/D

[CitrH,'"1 = ct K, [H*1%/D

[CitrH 2] = Ct K,K, [H*]/D
[Citr 371 = Ct K,K,Ky/D
siendo:
D = [H*]® + K, [H*]% + K, K, [H*] + K, K, K,

Ct

Concentracién total del tampdn.
La fuerza ib6nica de la disolucién vendri dada -por:

Fro = [CitrH, 171 + 2[CitrH?"] + 3 [Citr3-] + [Na'].
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Al afadir Cloruro sédico a la disolucién, la fuerza ibnica
del medio seré:
F; = Frp + [C17] + [Na*]
En las figuras 29, 30, 31 y 32 se recogen los datos obtenidos
en cada caso, observéndose que para todos los enzimas se produce una

drastica disminuciéon de actividad a medida que aumenta 1la fuerza

ibnica por encima de 1,4 moi/1.
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4.2.2.—- Evolucién de las actividades enzimaticas durante

1a _maduracioén

Una vez determinadas las condiciones Optimas para la medida
de actividad enzimatica, se ha estudiado cémo evoluciona esta a lo

largo dei ciclo de maduracién de la aceituna.

Tras realizar la reaccidn de incubacién enzima-sustrato, la
actividad se determina a partir de los datos de absorbancia a 420 nm,
obtenidos por 1a intensidad de la coloracién debida a la liberaciodn

de p-nitrofenol en la correspondiente mezcla de reaccién.

La unidad de actividad enzimatica es el Katal, definido como
la cantidad de enzima que convierte 1 mol de substrato por segundo en

producto.

A partir de 1los datos de absorbancia y utilizando
disoluciones de nitrofenol con concentraciones crecientes ded este
compuesto como patrones, se calcula la concentracién en cada mezcla
de reaccidén y el numero de moles obtenidos en el tiempo de incubacidn,
en el volumen utilizado en el ensayo. Dividiendo estos por el tiempo
de incubacién, expresado en segundos, se calculan los Katales de
actividad que hay en el volumen de extracto utilizado en el ensayo,

los cuales se refieren al volumen de extracto total.

Los resultados se refieren a 1 g de polvo de acetona y de ahi
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a 100 g de pulpa inicial.
Se ha estudiado la evolucién de actividades durante tres
campafias consecutivas: 1987-1988, 1988-1989 y 1989-1990, cuyos

resultados se recogen en las figuras 33, 34, 35, 36, 37 y 38.

E1 enzima mayoritario encontrado en ias tres campanas ha sido
la a-Galactosidasa, seguido de a-Manosidasa, B-Galactosidasa y a-
Arabinosidasa. La a-Xilosidasa s6lo se ha detectado en la campafa

1989-90 y en cantidades muy inferiores al del resto de enzimas.

Todos los enzimas siguen un modelo de cambio muy similar,
caracterizandose por una ausencia total en l1a aceituna en las primeras
fases de la maduracion, aparicién de actividad en el fruto vya
compietamente desarrollado vy en vias de ennegrecer, estado denominado
usualmente de color cambiante, aumento pronunciado desde este estado

hasta maduro, seguido de una estabilizacién y posterior disminucién.

En 1a camparia 1987-88, los valores de actividad obtenidos son
inferiores a 1los de las otras dos campafias, probablemente como
consecuencia de haber sido recogida en una zona de climatologia
distinta, 1o que pone de manifiesto la influencia de suelo y clima en

el desarrollo enzimatico.

La aparicién de actividades de a y B-galactosidasas tiene
lugar en todas los casos en torno a mediados de noviembre, mientras

que los restantes enzimas aparecen entre quince y cuarenta dias antes.
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La actividad de xilosidasa, en la U(nica campafia en la que se ha
detectado, aparece a mediados de diciembre fecha muy posterior a la

del resto de enzimas de esa campafa.

En las dos (ltimas campafias las actividades alcanzan un
maximo entre Tos 30 y 50 dias de su aparicion y después disminuyen. En
la campafia 87-88 1las actividades aumentan continuamente para
estabilizarse sobre los 60 después de su aparicién, no encontréndose

disminucién salvo en el caso de la a-manosidasa.

También se han estudiado las actividades de poligalacturonasa
y celulasa, presentandose los resultados en las tablas II y III. A la
vista de estos datos y en base a las actividades enzimaticas
encontradas de estos enzimas en posteriores estados de madurez del
fruto (Ferndndez Bolafios et al. 1989) (Fernandez Bolafios y Heredia,
1987) (Heredia et al. 1990) (Minguez, 1982) (Castillo et al 1978 a,
b), se puede concluir que no existe actividad apreciable de estos

enzimas en el periodo de maduracién estudiado.
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TABLA II.- Actividad de poligalacturonasa campafa 1989-90 (% de

descenso de viscosidad)

FECHA ACTIVIDAD
22-0CT 5,0
3-DIC 4,7
9-ENE 4.2

21-ENE 8.1



TABLA III.- Actividad celulolitica durante la campana 1988-89

(Unidades relativas B/h g).

FECHA ACTIVIDAD
30-0CT 5,2
13-NOV 3,7
27-NOV 4,0
13-DIC 13,8

8-ENE 4,3



135

4.2.3.- Determinacién de pesos moleculares de a-

galactosidasa, a-mangsidasa, B—-galactosidasa Yy a-

arabinosidasa.

Una vez establecida la presencia de enzimas y su evolucion
en el ciclo vegetativo del fruto, se ha procedido a la determinacion
de sus pesos moleculares, 1o que se ha 1llevado a cabo por
cromatografia de filtracién en gel. Para ello, se ha calibrado una
columna de Sephadex G-100, con un volumen total de 447,5 m1 (2,6X84,3
cm). Se ha utilizado un flujo de 20 mi/h y se han recogido fracciones
de 5 m1. E1 volumen vacio, determinado como el volumen al que eluye el

azul dextrano resultd ser de 165 ml.

En las figuras 39, 40, 41 y 42 se recogen los perfiles de

eajucién obtenidos para cada enzima.

En cada caso se encuentran dos picos mayoritarios siendo en
todos el segundo debido al color de la disolucién de enzima, por 1o
que se ha encontrado que la filtracién en gel puede ser un paso previo

muy bueno para eliminar la interferencia del color.

Los volimenes de elucidn encontrados para cada enzima .han
sido:
a-Manosidasa.- 180 mi
B-Galactosidasa .- 210 mi

a-Arabinosidasa.- 210 mi
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a-Galactosidasa.— 265 ml

Los patrones utilizados han sido alblmima, ovalbimina,
quimiotripsindégeno y ribonucleasa A, de pesos moleculares entre 13700

y 67000.

En 1a tabla IV se recogen los valores del peso molecular
(Pm), volumen de elucién, Kav y log Pm para cada patrén, y en la
figura 43 la correspondiente recta de calibrado, cuya ecuacién ha
resultado ser:
Kav = -0,663 log Pm + 3,35

con un coeficiente de correlacién de 0,999.

Los pesos moleculares estimados son:

a-Manosidasa.- 93000
3-Galactosidasa.- 64000
a—-Arabinosidasa.- 64000

a-Galactosidasa.- 33000



TABLA I1.- Patrones utilizados en 1a determinacién de pesos

moleculares de glicosidasas.

Peso molecular V. elucién (ml1) Kav log Pm

Albumina 67000 179 0.048 4.82

Ovalbumina 43000 210 0.160 4.63

Quimiotrip-

sinégeno 25000 263 0.350 4.40
Ribonucleasa A 13700 311 0.520 4.14
Kav
0.8 N
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Figura 43.—- Representacién de log Pm frente a Kav para
proteinas patrones.
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Figura 39.- Cromatografia de filtracién en gel Sephadex G 100.
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Absorbancia a 280 nm Absorbancia ¢ 420 nm
0.04 0.05
%= PROTEINAS
f —8— R-Galactosidasa
- 0.04
0.03
A
/ \\
\
\Q - 0.03
\
0.02 \
? - 0.02
\
\
\
0.01 - Y
- 0.01
Q “_*; I T ] T 0
0 20 40 60 80 100
N* Tubo

Figura 40.- Cromatografia de filtracién en gel Sephadex G 100

120

Perfil de elucién para B-Galactosidasa.
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Figura 41.- Cromatografia de filtracidén en gel Sephadex G 100.

Perfil de elucién para a-Manosidasa.
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4.3.-EVOLUCION DE LOS COMPONENTES DEL FRUTO DURANTE LA

MADURACION

Aunque el objetivo fundamental del trabajo ha sido estudiar
la evolucién de los polisacdridos y de los enzimas impiicados en su
degradacién y su relacién con la textura, también se ha considerado
conveniente realizar determinaciones de otros componentes vy
caracteristicas del fruto tales como humedad, relacién pulpa/hueso,
proteinas, materia grasa y azlUcares libres, puesto que al tratarse de
un organismo vivo los componentes no evolucionan de un modo aisliado
sino gue se establecen interrelaciones entre ellos, siendo asi
importante tener una vision 1o mas completa posible de los cambios que

tienen lugar en el fruto durante su maduracion.

Por otra parte, aungue existen estudios sobre los cambios de
estos otros componentes de la aceituna durante su desarrollo (Borbolla
et al., 1955) (Fernandez Diez y Gonzdlez Pellissd, 1956) estos se
centran en otras variedades de aceitunas distintas a la hojiblanca, al
ser esta de una relativamente reciente implantacién en 1a industria de

aderezo.
4.3.1.- Humedad.
En la figura 44 y en la tabla V se recogen los valores de

humedad obtenidos en las diferentes campafias se observa que existe una

disminucién continua de la misma aunque con 1égicas fluctuaciones
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debidas fundamentalmente a las condiciones c¢limatolégicas de cada
momento. No se encuentran diferencias apreciabies entre las distintas

campafas.

4.3.2.-Relacién pulpa hueso.

En 1a figura 45 se puede observar que una vez que el hueso
estd totalmente diferenciado (finales de Julio, principios de agosto)
la relacidn pulpa hueso aumenta rapidamente para estabilizarse hacia
finales de Septiembre, pudiéndose considerar este como el momento en
el que el fruto alcanza su maximo desarrolio y a partir del cuai
comienza a ennegrecer. Posteriormente (finales de Diciembre) se
observa una tendencia a la disminucién, probablemente debida a 1la

pérdida de humedad de 1a pulpa.

4.3.3.- Materia grasa.

En las tres campaifias estudiadas se ha encontrado un aumento
casi 1ineal del contenido en materia grasa siendo este el componente
gue mds aumenta cuantitativamente a lo largo de la maduracioén, pasando
de valores muy inferiores al 10% en las primeras fases hasta valores

superiores al 30% en las Ultimas fases (figura 46 y tabla VII).

4.3.4.- Proteinas.

E1 contenido proteico del fruto se mantiene en unos niveles
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relativamente bajos en torno al 1% referido a pulpa, figura 47,

encontréiandose un brusco descenso al final de 1a maduracién.



TABLA V.- Humedad del fruto (g/100 g de pulpa original)
durante el desarrollo y maduracion.
CAMPANA 1987-88

CAMPANA 1988-89 CAMPANA _1989-90

FECHA X#SD FECHA X+SD FECHA X+SD
29-SEP 71.37%1.06 17-JUL  69.93%0.03 7-AGO 78.93%0.13
12-NOV  69.65+0,11 3-AGO 73.84%0.05 31-AG0 67.84%0.10
7-DIC 59.03%0.25 21-AGO  71.89%0.01 24-SEP 63.50%0.09
22-DIC 61.59%0.04 4-SEP 70.61%0.03 8-0CT 59.41%0.08
20-ENE 55.66%0.18 18-SEP  69.13%0.05 22-0CT 57.57%0.18
10-FEB 56.91#0.03 2-0CT  64.27#0.13 19-NOV  54.28%0.08
24-0CT 65.32#1.16 3-DIC 55.76%0.06
30-0CT  62.39+0.05 17-DIC 54.07#0.07
13-NOV  61.66%0.15 28-DIC 52.47%.42
27-NOV  58.9110.04 7-ENE  47.61%0.47
13-DIC  52.25%0.23 21-ENE  43.28%0.14
25-DIC 48.15%0.07
9-ENE  46.3720.11
29-ENE  46.59%0.73
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Figura 44.- Humedad del fruto durante el desarrollo y

maduracion.
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TABLA VII .- Materia grasa del fruto (g/100 g de pulpa) durante el

desarroilo y maduracién.

CAMPANA 1987-88 CAMPANA 1988-89 CAMPANA 1989-90
FECHA XS0 FECHA X1SD FECHA X+SD
29-SEP 10.4140.60 17-JUL 0.33% 7-AGO 3.77%
12-NOV  15.55%0. 11 3-AGO  2.863% 31-AGO  8.45%
7-DIC 18.65#0.22 21-AGO  5.79% 24-SEP 12.97%
22-DIC 17.29%0.09 18-SEP 10.88% 8-0CT 16.59%
20-ENE  20.77%0.60 2-0CT 12.90% 19-NOov 25.37%
10-FEB 24.0410.03 24-0CT 18.206% 3-DIC 25.21%
30-0CT 19.46% 17-DIC 26.98%
13-NOV  20.94% 28-DIC 26.21%
25-DIC 26.27% T-ENE 27.47%

21-ENE 32.72%
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4.3.5.- Textura;

Se ha encontrado una disminucién progresiva de la textura del
fruto desde principios de Julio hasta la primera quincena de
Noviembre, a partir de este momento tiende a estabilizarse e incluso
a aumentar, aunque muy ligeramente, debido a la pérdida de humedad del

fruto.

En el desarrollo general de frutos con hueso se pueden

distinguir tres fases:

Una fase inicial de rapido crecimiento de pericarpio
y semilla, que alcanzan su tamano definitivo.

Una segunda fase caracterizada por una diferenciacion
del endocarpio, debido fundamentaimente a su lignificacion.

Una tercera fase en la que se desarrolla el mesocarpio,
al 1incrementarse el tamafio celular y los espacios intercelulares.
Normalmente se considera que a partir de este momento termina el

desarrollo y comienza la maduracion del fruto (Hulme, 1970).

En el caso de la aceituna, se ha comenzado la toma de muestra
cuando el hueso estd totalmente diferenciado (final de 1la segunda
fase). E1 fruto se encuentra en pleno desarrollo y la relaciodn
pulpa/hueso es muy baja (tabla VI). A partir de ahi se observa un
aumento progresivo de la relacién pulpa/hueso, pudiéndose considerar
que el fruto se halla totalmente desarrollado en la 23 quincena de

Septiembre (final de la tercera fase), fecha a partir de la cual se
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estabiliza la relacién indicada.

Durante este proceso se aprecian tres etapas claramente
diferenciadas en lo que respecta a la disminucién de 1la textura
(figura 48 y tabla VIII):

1a.- Desde principio de 1a toma de muestra hasta la 2@
guincena de Septiembre.
2a.- Hasta mediados de Noviembre.

38.- Hasta final de 1a maduracién.

En la primera etapa el fruto pierde aproximadamente un 30%
de su textura, durante la segunda un 70% y en la ultima la textura
permanece constante e inciuso tiende a aumentar como se ha indicado

anteriormente.

La disminucién de textura durante la primera etapa se puede
explicar en base a que, debido a la elongacién celular, l1a pared se
hace eldstica debiéndose romper puentes de hidrégeno entre las
fibrillas de celulosa, para permitir el crecimiento de la célula en
tamano.

La segunda etapa, disminucién mas acentuada de textura como
se ha indicado anteriormente, es coincidente con la aparicién de
glicosidasas, inicialmente manosidasa y arabinosidasa, seguidas de a
y B-galactosidasas. Por tanto, se considera que estos enzimas son 1os
responsables principales de la pérdida de textura en esta fase puesto
gue no se detecta actividad de celulasa ni poligaiacturonasa hasta un

estado mds avanzado de la maduracién (tablas II y III).



TABLA VIII.- Textura del fruto (Kg/cm? 100 g de pulpa) durante

CAMPARA

FECHA

el desarrollo y maduracién.

1987-88

X1SD

CAMPARNA

1988-89

29-SEP

12-NOV

71-DIC

22-DIC

10-FEB

33.40%2,

27.92%2,

12.04%1,

13.58%2.

14.02+2,

68

52

41

27

65

FECHA

X1sD

3-AGO

21-AGO

4-SEP

18~SEP

2-0CT
24-0CT
30-0CT
13-NOV
27-NOV
13-DIC
25-DIC

9-ENE

19-ENE

55.26%9.

45,4316.

42.8216.

39.47+4,

35.76%2.

24.90%3.

22.024,

13.99#1,

12.60%1

14.08%1.

14,7641,

14.0141

15.52+1,

87

15

01

04

19

35

43

70

.12

50

35

.31

93

CAMPANA 1989-90

FECHA

X1SD

23-JuL
7-AGO
31-AGO
24-SEP
S—OCT
22-0CT
5-NOV
19-NOV
3-DIC
17-DIC
7-ENE

21-ENE

78.

66.

53.

45.

40.

30.

17.

16.

19.

12.

17.

12.

9318.

6319,

3919.

46+3.

1447,

78%3.

8713.

111,

95+2,

27+1

0213,

95+1.

91

14

92

54

32

82

35

65

20

.03

39

82
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Figura 48.- Textura del fruto durante el desarrollo y 1la

maduracion.
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4.3.6.— Azucares neutros de pared.

En la tabla IX y figuras 52 a 57 se recogen los datos de
evolucion de aztGcares de pared a lo largo del desarrollo y maduracion
del fruto. Se puede observar que salvo en el caso de la glucosa y de
la ramnosa el resto de azucares componentes de 1a pared celuiar

disminuyen apreciablemente.

La glucosa sigue un comportamiento algo irregular aungue con
una cierta tendencia a la disminucidén. Durante la campafia 1988-89
disminuye en un 24% mientras que en la 89-90 practicamente no

disminuye y presenta algunas fluctuaciones.

La ramnosa es el Unico azucar gue aumenta, encontréndose

niveles muy superiores al final de la maduracién.

Manosa y xilosa disminuyen en aproximadamente un 40% (39 vy
45% para manosa y 41 y 32% pafa xilosa). Durante la primera etapa de
desarrollo la disminucién es muy pequeia, en el caso de la xilosa se
bierde un 4,5% en la primera campafia y un 6% en la segunda, mientras
que la manosa aumenta Tigeramente en la primera y disminuye un 20% en

la segunda.

Los azlcares que mayor disminucién experimentan son la
galactosa, con valores de 63 y 60%, y la arabinosa, valores de 61y

53%. De nuevo, salvo para el caso de la galactosa en la campana 1989-
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90, la mayor parte de la disminucidén tiene lugar durante la fase de
maduracién, momento este en el que como se ha visto anteriormente se
dan las pérdidas mas importantes de textura y aparecen las actividades

de glicosidasas.



TABLA IX.-Azlcares neutros de pared (g/100g de residuo insoluble en
alcohol) durante 1a maduracioén.

CAMPANA 1988-89

FECHA

GLUCOSA

GALACTOSA

MANOSA

XILOSA

ARABINOSA

RAMNOSA

21AGO

18SEP

240CT

2TNOV

26DIC

- 9ENE

16.29+0.09

16.7711.20

10.51%1.12

14.90%0.06

10.58%0.09

12.41%0.49

2.62+0.01
2.170.12
1.3820.13
1.470.04
0.9840.05

0.98+0.24

1.25%0.10

1.4040.09
0.69%0.05
0.88%0.03
0.61£0.06

0.89%0.14

5.17%0.

4.9410.

4.42%1.

4.2710.

3.2010.

3.060.

32

35

63

03

05

06

.8710.28

»

7.7020.61
5.2240.50
4.6740.12
4.05%0.27

2.70%0.09

0.4010.05
0.62+0.03
0.34+0.03
0.80%0.06
0.8910.06

2.00%0.03

CAMPARA 1989-90

TAGO

24SEP

220CT

19NOV

17DIC

21ENE

156.72+1.20

15.00%0.72

22.73%2.05

13.2410.77

13.46%2.67

15.14%0.55

3.45%0.18

2.06%0.18
1.65%0.44
1.6140.12
1.37+0.35

1.38+0.07

1.40£0.03

1.12%0.12
0.90+0.16
0.97%0.14
0.77%0.24

1.2110.04

4.7810.

4.48%0.

3.60%0.

3.72%0.

4.13%0.

3.26%0.

24

36

35

20

31

23

.83

.06

.20

.07

.08

.15

0.37%0. 11

0.45%0.03
0.26+0.03
1.05%0.03
1.0840.08

2.00£0.45
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maduracion del fruto.
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Figura 55.- Xilosa de pared durante el desarrollo y la

maduracion del fruto.
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4.4.—- PARED CELULAR.

Una vez establecida, tal y como se deduce de los apartados
anteriores, la relacidon existente entre la pérdida de azlcares de
pared y la textura e identificados los enzimas presuntoé responsables
de dichos cambios, en este‘apartado se expone el trabajo realizado con
el fin de estudiar mas a fondo las transformaciones que sufren los
polisacédridos de la pared celular duranfe todo este proceso. Para ello
se ha aislado la pared celular del fruto, tanto en su estado de verde
como compietamente maduro, fraccionando posteriormente eétos
polisacdridos y determinando la distribucién de pesos moleculiares de

cada fraccioén.

4.4.1.- Fracciones de pared.

En 1a tabla X se recogen los porcentajes, referidos a pulpa,
de cada una de las fracciones obtenidas para el fruto verde y maduro.
En ella se observa que mientras el material de pared representa
alrededor de un 7,5% de la pulpa en 1a aceituna madura, desciende
hasta un 4,70%, es decir, se da uha disminucién global de casi un 3%

referido a pulpa y de un 38% referido a material de pared.

En cuanto a fracciones, el material soluble en agua caliente
sufre una importante reduccién de aproximadamente un 56%, sin embargo
en el total del material de pared su significacién es pequefa, puesto

que sdlo representa un 0,58% de disminucién.
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La fraccién de lignina, considerada como la pérdida de peso

del material de pared al ser sometido al tratamiento con clorito
sédico, permanece practicamente constante, mientras que 1la de
polisacaridos. solubles en oxalato disminuye muy ligeramente
contribuyendo, aproximadamente con un 0,2%, a la pérdida de material

de pared.

La fraccién gue mas disminuye, con gran diferencia respecto
a las demds, es la de holocelulosa representando un 2% de disminucién
respecto al material de pared. Analizando los componentes de esta
fraccién se observa que, mientras la celulosa permanece practicamente
constante y sdlo en posteriores estados de sobremaduracién se detecta
un descenso apreciable (Heredia et al ), tanto la fraccién de
hemicelulosas A como la B sufren importantes descensos, 74 y T74,5%
respectivamente siendo, sin lugar a dudas, los componentes mas

afectados durante la maduracién del fruto.



TABLA X.- Fracciones de pared (g/100 g de pulpa) para el fruto

verde y maduro

FRUTO VERDE FRUTO MADURO DIS“INUCION

Material de pared 7.50 4.70 2.80
F. s. agua caliente 1.04 0.46 0.58
F. scluble oxalato 1.31 1.13 0.18
Holocelulosa 3.90 | 1.86 2.04
Lignina 1.19 1.20

FRACCION DE HOLOCELULOSA

Hemicelulosa A 1.78 | 0.46 1.32

Hemiceiulosa B 1.02 0.26 0.76

Celuiosa 1.10 1.13
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4.4.2.- Distribucién de pesos moleculares de las distintas

fracciones.

En las figuras 58 a 67 se recogen los perfiles de elucién de
las distintas fracciones en estudio y en la figura la recta de

calibrado para dextranos patrones.

En las fracciones solubles en agua fria y en oxalato no se
aprecian diferencias importantes para los dos estados de madurez del
fruto, encontrandose en ia primera dos picos de polisacaridos de pesos
moleculares 160000 y 6000 respectivamente (figuras 58 y 59), mientras
que en la segunda se encuentra un Gnico pico de peso molecular 180000

(figuras 60 y 61).

Para los polisacéridos solubles en agua caliente, se observan
perfiles de elucidon muy diferentes, encontridndose que mientras en el
fruto verde los polisacaridos de alto peso molecular son mayoritarios
en el maduro tiene lugar un desplazamiento hacia pesos moleculares
menores, indicandoc por ténto que ha habido una degradacién neta de los

polisacaridos originales durante la maduracion (figuras 62 y 63).
Como en el apartado anterior se ha encontrado que también en
la distribucién de pesos moleculares los cambios mas pronunciados

tienen lugar en la fraccién de hemicelulosas.

En el perfil de elucién de 1a hemicelulosa B de aceituna
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. verde, se encuentra un Unico pico de peso molecular 150000, sin

embargo en el del fruto maduro se detectan ademas tres picos de pesos

moleculares decrecientes, 60000, 20000 y 15000 (Figuras 64 y 65).

En la hemicelulosa A de la aceituna verde se encuentra un
pico mayoritario de peso molecular 180000, asi como una serie de picos
minoritarios de pesos moleculares inferiores. En la correspondiente
a la madura se observa un incremento notable de 1a proporcién de picos

de bajo peso molecular (Figuras 66 y 67).

Como resumen se puede concluir que durante la etapa de
maduracién de la aceituna, los cambios mas importantes que tienen
lugar en su pared celular, ocurren fundamentalimente sobre la fraccidn

de hemiceiulosas.

Probablemente 1a degradacién de 1a fraccién de hemicelulosas
ocurra en dos fases consecutivas, en una primera las cadenas de
hemicelulosas sé pueden romper a cadenas mas cortas de menor peso
molecular, las cuales serian posteriormente degradas a mondmeros u
oligosacaridos de muy bajo pesc molecular. En esﬁa degradacién deben

estar implicados los enzimas glicosidasas, en una o en ambas fases.
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4.2.7. Azlicares libre.

Los aztcares libres detectados son , glucosa, sacarosa,
fructosa y manitol. Los mayoritarios son glucosa y manitol,

encontrandose la fructosa en una proporcién muy inferior.

Salvo la fructosa, que parece tener una clara tendencia a
aumentar con la maduracién, el resto permanece practicamente constante

aungue los valores fluctuan de una muestra a otra.



TABLA XI.- AzGcares libres (g/100 g de pulpa) durante el

FECHA

21AGO

20CT

27NOV

13DIC

25DIC

desarrollo y l1a maduracién del fruto.

SACAROSA

1,03%0,02

1,37+9,12

1,3120,12

1,39%0,10

1,0410,40

GLUCOSA

1,76+0,02

2,26+0,30

1,70£0,20

2,19%0,30

2,10%0,30

FRUCTOSA

0,1910,50

0,28+0,04

0,57+£0,07

0,86+0,02

0,77+0,01

MANITOL

1,94%0,50

2,44+0,48

1,27+0,10

1,54+0,05

2,03%0,10
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5.— CONCLUSIONES.

1.— 8e han detectado 1los enzimas a- y B-galactosidasa, a-
manosidasa, a-xilosidasa y a-arabinosidasa en aceituna,
estableciéndose 1las condiciones Optimas para la medida de su

actividad.

La aparicién de actividad glicosidasas se inicia con la
presencia de a-manosidasa y a-arabinosidasa, seguidos de a- y B-
galactosidasa que lo hacen entre 15 y 40 dias después y muy

posteriormente, de a-xilosidasa.

2.- La actividad enzimdtica crece gradualmente alcanzando un maximo
entre Tos 30 y 50 dias de su aparicién y disminuyendo seguidamente.
Durante este periodo de tiempo, nho se aprecia actividad importante de

celulasa y poligalacturonasa.

Por cromatografia de filtracidén sobre gel se obtiene una
buena separacién de estos enzimas y se calculan sus pesos moleculares:
a-manosidasa 90000; B-galactosidasa 65000; a-arabinosidasa, 65000 y a-

galactosidasa 33000.

3.~ Se observa una disminucién de textura con tres etapas
sucesivas, siendo la segunda la mas pronunciada, coincidente con la
aparicién e incremento de actividad de glicosidasas. Por tanto, se

1lega a 1la conclusién de que estos enzimas son 1los principales



179

responsables de la pérdida de textura en esta fase.

4.- Los cambios mds significativos de azucares de pared encontrados
durante el desarrollo y maduracién del fruto son: disminucién de
manosa y xilosa en torno a un 40% y de galactosa y arabinosa alrededor

del 60%.

Las mayores pérdidas tienen lugar en la fase de maduracién del
fruto, coincidiendo con 1a maxima pérdida de textura y mayor actividad

de glicosidasas.

5.- En relacién con las fracciones de pared, los cambios més
importantes se originan en 1a fraccién de hemicelulosas. Se encuentran
disminucién del orden del 70% tanto de hemicelulosas A como B.
Asimismo, se aprecia un notable incremento de la fraccién soluble en
agua fria y ligeros descensos de las solubles en agua caliente y

oxalato.

6.— Se ha estudiado la distribucién de pesos moleculares de las
distintas fracciones de aceituna verde y madura, por cromatografia de
filtracién sobre gel. No se aprecian diferencias ni en las fracciones
solubles en oxalato ni en las solubles en agua fria. En la soluble en
agua caliente se observa un desplazamiento a polisacdridos de bajo
peso molecular con la maduracién, indicativo de que ha habido rotura

de los mismos.
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7.- En la determinacion de pesos moleculares de hemicelulosas A y

B aparecen notables cambios con la maduracién.

Mientras en la hemicelulosa B de la aceituna verde se encuentra un
pico bien definido de peso molecular 150000, en la de la madura

aparecen ademds tres picos de pesos moleculares 60000, 20000 y 15000.

En la hemicelulosa A de la aceituna verde se encuentra un pico
mayoritario de peso molecular 180000, asi como una serie de picos
minoritarios de menores pesos moleculares. Por el contrario, en la
correspondiente a la madura se observa un incremento notable de la

proporcion de picos de bajo peso molecular.

De todo ello se concluye que existe una importante degradacién de
los polisacdridos de las hemicelulosas, tanto cuantitativamente como

en la distribucién de pesos moleculares.
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