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De una revisién de los conocimientos actuales sobre aceitunas alifiadas se
obtiene la conclusién de que no existe un estudio bédsico de los mecanismos

implicados en estas preparaciones comerciales.

Por el momento, los estudios que se conocen en torno a las mismas son
debidos a los realizados en el Instituto de 1a Grasa (Grupo de Investigacién del Dr.
Borbolla y Alcald continuado por el Dr. Rejano) y se pueden resumir en :

-Recopilacién de diferentes férmulas de alifio.

-Adici6én de este tipo de alifios a la tradicional aceituna de mesa estilo
sevillano, con objeto de conseguir nuevos sabores.

-Experiencias de conservaci6n por la adicién de antisépticos y/o aditivos.

-Experiencias de conservacion mediante pasterizacion.

La situacion actual de mercado de aceitunas alifiadas continua siendo, en su
mayor parte, artesanal. En su gran mayorfa se expenden en el mercado a granel,
cuyo control casi exclusivo responde al buen saber del artesano que las preparé. Una
pequefia parte, que se comercializan envasadas, ha sido sometida a un proceso de

pasteurizacion.

Dada la situacién actual de la Tecnologia de alimentos, no es admisible que
pueda existir en el mercado un producto que se venda sin ningin tipo de control.
Para poder ejercerlo se necesita, en primer lugar, tener conocimientos del mismo

para posteriormente, poder llegar a establecer unas normas de calidad.

Este trabajo constituye un estudio previo de una serie de investigaciones
incluidas dentro de un Proyecto de la CICYT (ALI94-0980-C02). Con €l se ha
pretendido iniciar un estudio de los cambios de textura que se originan en este tipo
de preparaciones comerciales que permita abordar, en investigaciones posteriores, los
mecanismos quimicos, bioquimicos y microbiolégicos que tienen implicaciones en

las caracteristicas organolépticas.
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En este trabajo que se presenta como Tesis de Licenciatura, los objetivos han
sido:

-Conocer las evoluciones de textura en diferentes fases de maduracién del

fruto y con distintas condiciones de conservacién (temperatura, antisépticos, tiempo).

-Estudiar los enzimas presentes en distintos tipos de alifio, y su incidencia en
la textura.

-Estudiar los cambios que se originan en la pared celular.



ANTECEDENTES



1. PARED CELULAR (PC)

Se denomina pared celular (PC) a la capa mds externa de las células
vegetales, que rodea a su vez a la membrana plasmdtica y estd intimamente
relacionada con la textura de los tejidos. Es una estructura dindmica en cuanto a su
composicion, forma y propiedades, que sufre modificaciones como respuesta al
crecimiento de la planta, estado de diferenciacién, desarrollo de las células y funcién

de las mismas.

Es una membrana relativamente gruesa que interviene de forma diferente en
la vida de tejidos y 6rganos, pudiendo actuar como tampén entre el medio y el
contenido protoplasmético. De ella toma el citoplasma diversas sustancias que
necesita para su metabolismo y sirve, a su vez, de compartimento para la excrecién

de compuestos (secreciones y desechos) que elabora.

Entre sus caracteristicas, se encuentra la de ser permeable al agua y a los
metabolitos, lo que hace que se oponga a la presién osmética interna, asegurando asi

la turgencia del organismo.

Como resultado de la evoluciéon de una serie de etapas de diferenciacién

celular, se consideran distintas zonas de la PC (Fig.1).

Ldmina media: Es la zona mds externa, comiin a dos células contiguas, entre
las que actiia como un tabique de separacién. No posee ordenacién concreta y es

muy rica en sustancias pécticas, lo que determina la cohesién intercelular.

Pared celular primaria: Aparece una vez que se ha formado la 14mina media,
debido a que a ambos lados de la misma comienzan a depositarse carbohidratos y
otros compuestos segregados por las células. Paralelamente al engrosamiento

producido en la pared, se da un crecimiento longitudinal. Se trata de una cubierta



Capa interna de la pared secundaria (S,)
Capa media de la pared secundaria (S,)
Capa externa de la pared secundaria (S,)

Pared primaria

Ldmina media

Figura 1. Organizacién de la pared celular por capas.
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flexible y resistente a la vez, sin ordenaci6n de las moléculas, que proporciona a la

célula un mecanismo de defensa frente a agentes externos.

Finalizada la etapa de crecimiento celular, si la pared sigue aumentando en
grosor, aparece la pared secundaria, cuya estructura es mds ordenada y sélo estd
presente en células bien diferenciadas (traqueidas, vasos, etc.) que adquieren su
especificidad funcional dentro de tejidos concretos (Fig. 1). La célula con pared

secundaria es capaz de soportar mejor presiones externas (Wilson, 1993).

2. ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA DE LA PARED

Se distinguen dos fases en la PC: una es la llamada microfibrilar, formada
por cadenas largas de celulosa (8-1,4-glucanos con grado de polimerizacién superior
a 15.000) ordenadas en microfibrillas, que da lugar a una estructura cristalina; la
otra fase se denomina_amorfa o0 matriz y estd constituida por una gran variedad de
polimeros unidos por enlaces de distinto tipo relacionados, a su vez, con las

microfibrillas que quedan englobados dentro de esta estructura compleja.

La composicion de la PC, asi como la proporcién relativa de sus

componentes, va variando a lo largo del proceso de maduracion del vegetal.

2.1 Celulosa

Estd constituida por moléculas de B8-glucosa unidas a través de enlaces
glucosidicos entre el C 1 de una molécula y el C 4 de la contigua. Estas uniones se
ven reforzadas, a su vez, por enlaces de hidrégeno entre el hidrégeno perteneciente
adyacente. Por otra parte, es posible la unién entre distintas cadenas de celulosa

mediante enlaces glicosidicos del tipo 8-1,6 (Fig. 2).



Figura 2. Estructura de las cadenas de celulosa.
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La celulosa aparece rodeada por una capa de xiloglucanas (polisacdridos
hemicelulésicos) unidas a ella por puentes de hidrégeno, y por polisacdridos pécticos
que se le enlazan mediante una serie de cadenas laterales de galactanas y

arabinogalactanas.

Es un homopolisacdrido bastante inerte, tanto mds cuando mayor sea su forma
cristalina; no obstante, puede ser modificado por accién enzimética o por
calentamiento, al aumentar su grado de hidratacién. Por difraccién de Rayos-X se
ha podido constatar que la estructura cristalina se encuentra rodeada por otra de
menor grado de organizacién, en la que se pueden localizar otros polisacdridos
unidos mediante enlaces covalentes (Brillouet y Mercier, 1981; Taiz, 1984; Koller
et al., 1991).

2.2 Hemicelulosas

Son polisacdridos complejos, tanto en su estructura como en sus conexiones
con los restantes polisacdridos de pared, pudiendo contener distintos tipos de aziicares
(Southgate, 1990). Son insolubles en agua y solubles en dlcali (Fry, 1988).

Entre los polisacdridos hemicelulGsicos se encuentran: xilanas, glucomananas,
galactoglucomananas, mananas, galactomananas, xiloglucanas, B-1,4-glucanas y
arabinogalactanas tipo II.

Xilanas: las PC de plantas anuales contienen entre el 15 y 30% de xilanas
(Brett y Waldron, 1990). Son dificiles de aislar como homopolimeros, sin embargo
se ha caracterizado una xilana en pulpa de aceituna, cuya cadena principal es una 8-

1,4-xilopiranosa con ramificaciones en los restos O-2 de xilosa (Gil Serrano et al.,
1986).
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Glucomananas y Galactoglucomananas: Ambas estdn formadas por cadenas
B-1,4-glucosa y 8-1,4-manosa sin que exista regularidad en la secuencia de estos
aziicares, y las galactoglucomananas presentan ademds cadenas laterales de galactosa,

unidas pricipalmente a la primera por enlaces a-1,6 (Stephen, 1983).

Mananas y Galactomananas: Estdn formadas por cadenas 8-1,4-manosa a las
que, en el caso de las galactomananas, se une galactosa por enlaces a-1,6 (Brett y
Waldron, 1990). Las mananas son polisacdridos muy compactos e insolubles en agua,
debido a la gran cantidad de puentes de hidrégeno intramoleculares, llegando incluso
a localizarse en microfibrillas de celulosa en distintos vegetales, como girasol
(Diisterhéft y Voragen 1991) y remolacha (Bertin et al., 1988); sin embargo, las
galactomananas son mucho mds solubles en agua (Stoddart, 1984; Aspinall, 1983).

Xiloglucanas: Son las principales hemicelulosas de la PC primaria de
dicotiled6neas (el 20% en peso de la PC) ( Darvill et al., 1980). Su estructura es,
bédsicamente, una cadena principal de 3-1,4-glucosa, a la que se unen unidades de
xilosa mediante enlaces a-1,6 (Fig. 3) (Albersheim et al., 1972). Se encuentran
unidas a la celulosa por puentes de hidrégeno y esta unién es tan potente que para
disociarla es necesario el emp:co de 4lcali fuerte (Hatfield, 1993; Hayashi et al.,
1994).

O Donoghue y Huber (1992) comprueban que las xiloglucanas son los

componentes hemicelulésicos mayoritarios. -

Algunos autores proponen que, ademds de las uniones xiloglucana-celulosa,
existen enlaces de tipo covalente, o no covalente, con otros polisacdridos de la
matriz. Bauer et al. (1973) proponen uniones covalentes con polisacdridos pécticos;
se han caracterizado dos xiloglucanas en el tejido parenquimdtico de la judia,
intimamente unidos a las cadenas de celulosa (Ryden y Selvendran, 1990), en col

(Stevens y Selvendran, 1980), etc.



a-Xil a-Xil a.-Xil
1 1 1

} v '

6 6 6
—»4)-B-Glu-(1-»4)--Glu-(1~» 4)-B-Glu-(}> 4)-B-Glu-(1-»4)-p-Glu-(1-»4)-p-Glu-(1-»

—>4)-p-Glu-(1— 4)-B-Glu-(1+4)-B-Glu-(1» 4)-p-Glu-(1-»4)-p-Glu-(+-»4)-8-Glu-(1—>
6 6 6

t t t
1 1 1
a-Xil a-Xil o-Xil

Figura 3. Estructura simplificada de xiloglucana.
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Arabinogalactana II: Son polisacdridos muy ramaficados en los que aparecen
residuos de B-D-galactopiranosa unidos por enlaces 1,3 a la cadena principal y 1,6
a las laterales. (Manzi et al., 1990; Mabusela et al., 1990).

Como indice general, se puede decir que estin mds fuertemente unidos en la
pared que los polisacdridos dcidos, por lo que su modificacién depende del grado de
ramificacién que posean; los poco ramificados forman puentes interpoliméricos, con
la consiguiente rigidez en la pared, en tanto que los que contienen alto porcentaje de
cadenas laterales, son capaces de absorber agua, dando lugar a un esqueleto

altamente hidratado y, en consecuencia, mds inestable y de facil accesibilidad.

2.3. Polisacdridos pécticos

En la PC de frutos, se encuentra una elevada proporcion de residuos de dcido

galacturénico, galactosa y arabinosa, tipicos de polisacdridos pécticos.

Las sustancias pécticas constituyen el nexo de unién entre células contiguas,
y son muy susceptibles a sufrir modificaciones. En condiciones alcalinas suaves se
produce una demetoxilacién de los grupos 4cidos, que se incrementa si se eleva la
temperatura; igualmente, el calentamiento a pH neutro o alcalino da lugar a roturas
de enlaces glicosidicos entre residuos de 4cido galacturénico, por B-eliminacién. En
condiciones dcidas suaves se origina la hidrdlisis de los enlaces glicosidicos entre
residuos de aziicares neutros. En general, las roturas suelen producirse en la ramnosa
de la cadena principal, o en las cadenas laterales de ramnogalacturonano,
origindndose solubilizacién de estos polisacdridos de pared. Entre los polisacdridos

pécticos de la pared primaria se encuentran:

Ramnogalacturonanas: Son los mayoritarios en la ldmina media. Estin
ampliamente ramificados, unidos a cadenas laterales de arabinanas y galactanas por

enlaces covalentes. Las moléculas de ramnosa en la cadena principal constituyen los
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puntos de unién a las cadenas laterales de arabinosa y xilosa (Mc.Neil et al 1984)
(Fig. 4).

Arabinanas: Su estructura consta de unidades de a-L-arabinofuranosa unidas
por enlaces 1,5, con gran niimero de ramificaciones en C3 y C2 fundamentalmente
formadas por cadenas laterales de oligosacdridos de a-arabinofuranosa
(Stephen,1983).

Galactanas: Son homopolimeros de B-1,4-galactosa y se localizan como
polisacdridos estructurales en gran variedad de géneros y 6rganos (Stephen, 1983).

B-Galacturonanas: Son polisacdridos compuestos fundamentalmente por
cadenas de 4cido a-1-4-galacturénico, con grado de esterificacién variable, en las que
no se conoce cual es la distribucidn de los grupo metilo que esterifican los restos de
dcido galacturénico; se han localizado, entre otros, en girasol (Darvill et al., 1980)
y cebolla (McCann et al., 1992).

2.4. Proteinas

Las proteinas que forman parte de la pared celular se dividen en proteinas

estructurales y enzimas.

2.4.1. Proteinas estructurales (HPRG)

Lo mds habitual es que se encuentren glicosidadas (glicoprotefnas) y con un
alto contenido del aminodcido hidroxiprolina, unidos mediante enlaces covalentes,

lo cual proporciona rigidez a la matriz y la hace insoluble (Mc.Neil et al., 1984).

Segun que las glicoproteinas se hallen glicosidadas por cadenas de arabinosa

o arabinogalactana, se distinguen dos tipos:



— 4)-a-GalA<(1 — 2)-0-Ram-(1—» 4)-0-GalA<(1 —» 2)-o-Ram-(1— 4)-a-GalA~(1 = 2)-a-Ram-~(1— 4)-a-GalA-(1 - 2)-a-Ram-(1—>

Figura 4. Estructura simplificada de ramnogalacturonana I.
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Glicoproteinas extensinas, cuyo aminodcido mayoritario es la hidroxiprolina
(Hyp). Contiene arabinosa, como carbohidrato principal, unida mediante enlace
covalente, aunque también pueden aparecer uniones no covalentes, como las

existentes entre este tipo de glicoproteinas y los polisacdridos pécticos 4cidos
(Hatfield 1993).

Arabinogalactana-proteina (AgP), en la que la porcién de aminodcido la
componen los Hyp, Ser, Ala y Gly (Brett y Waldron, 1990) y la glucidica contiene,

en su mayor parte, arabinogalactana II.

La diferencia entre estos dos tipos de glicoproteinas radica fundamentalmente
en que las primeras son capaces de unirse covaientemente en la pared y las segundas,

que son solubles, se encuentran enlazadas i6nicamente, o mediante algun tipo de

interaccién débil.
2.4.2. Enzimas

Son muy diversos los enzimas encontrados en la PC de las plantas superiores,
relacionados con el metabolismo, maduracién y procesos de ablandamiento (Fry.
1988). Entre ellos se encuentran las peroxidasas, que catalizan los uniones entre
fenoles, pudiendo intervenir también en la unién de proteinas, ligninas, hemicelulosas
etc. Estos enzimas estdn implicados en los mecanismos de defensa de las plantas
(Cassab y Varner, 1988), en el crecimiento de las mismas, y en procesos de
maduracién y ablandamiento (Fry 1988; Huystee et al., 1992).

Otro grupo de enzimas relacionados con la PC son las hidrolasas, que se
pueden encontrar de multiples formas. Estdn implicadas en procesos metabélicos y
mecanismos defensivos de los vegetales. Dentro de ellas se encuentran celulasas,

glicosidasas y enzimas pectinoliticos, que se describen en el apartado 5.
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2.5. Lignina y compuestos fendlicos

La lignina es un polimero que solamente se encuentra en células diferenciadas
en las que ha finalizado al crecimiento. Estd constituida por redes tridimensionales
de fenilpropano unidas por enlaces C-C y C-O-C (éter) siendo estas iltimas
mayoritarias (Sjostrom, 1993).

Desempeiia diferentes funciones en la pared celular, tales como proporcionar
rigidez a las células especializadas de los tejidos conductores (traqueidas, vasos del
xilema, esclerénquima, etc.). Igualmente, actda como capa que impermeabiliza la
pared, evitando en gran parte la entrada del agua y constituyendo una barrera de
penetracién de nutrientes y patégenos, por lo que contribuye a la funcién de defensa
de la célula contra los microorganismos (Brett y Waldron, 1990).

Entre los compuestos fendlicos que aparecen en la PC se encuentra el dcido

fenilico, que se encuentra generalmente asociado a carbohidratos.

3. TEXTURA DE FRUTOS Y VEGETALES PROCESADOS

Una de las caracteristicas organolépticas de los alimentos vegetales es la

textura, factor determinante de su aceptabilidad o rechazo por parte del consumidor.

El mercado mundial es cada vez mds selectivo y exigente en cuanto a la
calidad de los alimentos y ésta depende, en cuanto se refiere a la textura, de la

estructuracion de su pared celular y de la acci6n enzimdtica sobre la misma.

En la actual Ciencia y Tecnologia de Alimentos uno de los objetivos
fundamentales es lograr un control de la textura y la posibilidad de modificarla segiin

convenga y, es por ello que ocupa un lugar destacado el estudio de la PC como

principal implicada en la misma.
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Son numerosos los alimentos vegetales que sufren distintos tipos de
elaboraci6n para su consumo, ocupando un lugar preferente los procesos térmicos y

los fermentativos, en sus diversas formas (Van Buren 1979; Jiménez 1993).

3.1. Pérdida de textura en vegetales y frutos y factores implicados

La textura es un atributo de calidad importante en frutos, tanto frescos como
procesados y, como ya se ha indicado, la estructura de la PC es un factor

determinante de la misma.

La pérdida de textura se asocia, por lo general, a cambios de los polisacdridos
que constituyen la PC; estas modificaciones pueden ser debidas a acciones
enzimdticas en frutos frescos, o bien a la accién conjunta de enzimas y agentes

quimicos, tales como dlcalis, 4cidos, etc., en frutos elaborados.

Entre los cambios mds significativos que se originan en la pared se encuentran
la disminucién de azicares neutros (Lavavitch 1981; Huber 1983a; Gross y Sams,
1984) y/o la disminucién de pesos moleculares de hemicelulosas y polisacdridos
pécticos (Huber 1983b; 1984; Gross et al. 1986; McCollum et al.1989).

Son numerosos los factores que pueden afectar a la textura, entre los que se
encuentran variedad, estado de madurez, forma y duracién de almacenamiento,

presencia de sales, acidez del medio, etc. (Meurer y Gierschner, 1992).

a) Sal, calcio y pH: Tradicionalmente, en la industria se han utilizado altas
concentraciones de sal durante la fermentacién de frutos en salmuera (5-8% NaCl)
y durante su almancenamiento (10—16% NaCl) para prevenir el ablandamiento
enzimdtico (Walter et al., 1985).

La pérdida de turgencia de la célula, debida a la desorganizacién de la
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membrana citoplasmética, junto con las roturas y uniones entre pectinas y
polisacdridos hemiceluldsicos es muy discutida; otro factor que puede ser importante
para explicar la pérdida de textura durante estos procesos puede ser la
desesterificacién de pectinas. Estos procesbs aumentan drasticamente la densidad de
carga en las cadenas pécticas debido a los grupos carboxilos libres; la presencia de
estas cargas negativas llevan a la desestabilizacién de la estructura celular, a causa
de las repulsiones electrostdticas en las cadenas que cambian su conformacién y, por

tanto, su capacidad de formar geles tridimensionales.

Se ha demostrado que el calcio mejora le retencién de firmeza de muchos
frutos y vegetales durante el almacenamiento y procesado (Minguez et al 1978;
Hudson y Buescher 1985; Van Buren et al 1988). El sodio tiene un doble efecto: por
un lado, mejora la textura por reduccién de la repulsion electrostdtica de grupos
dcidos, a valores de pH bajos, puesto que los iones sodio pueden neutralizar
parcialmente las cargas negativas de los grupos carboxilicos y, por otro, el efecto

contrario al actuar en competencia con el calcio (Van Buren 1979).

En pepinillos, 1a adiccién de calcio en la salmuera de fermentacién mejora los
resultados de firmeza a concentracién relativamente baja de NaCl (Fleming et
al.1978), incluso en presencia de PGasas de origen fiingico (Buescher et al. 1979,
1981); sin embargo, se encuentra que el gran poder inhibidor del calcio en la
velocidad de ablandamiento a valores de pH por debajo de 3.5 no puede ser

explicado por entrecruzamiento de pectinas (McFeeters y Fleming 1991).

b) Enzimas: También se ha relacionado la pérdida de textura en productos

vegetales, en general, con los cambios sufridos en polisacdridos pécticos y

hemiceluldsicos.

Después de la fermentacién, la textura de aceitunas disminuye, lo que es
indicativo de que la actividad de enzimas ex6genos y/o endégenos puede jugar un
papel importante en el ablandamiento de los frutos (Ferndndez-Bolafios et al. 1992;
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Heredia et al.1993; Jiménez et al. 1995). En el caso de los vegetales fermentados,
si no hay una fase de escaldado previo a la fermentacién, los enzimas endégenos
estdn allf presentes durante la primera fase de la misma, o cuando se colocan en
salmuera. Bajo ciertas condiciones ambientales, actian de forma diferente segun los
enzimas o sistemas enzimdticos: algunos enzimas son fuertemente inhibidos por la
sal, otros son activados e incluso en la regién de pH é4cido, muchos enzimas son

inactivados irreversiblemente (Meurer y Gierschner, 1992).

La pérdida de textura se ha atribuido en algunos casos a enzimas
pectinoliticos (Bartley y Knee 1982, Brady 1987) ya que durante la maduracién de
muchos frutos ocurre una disminucién de sutancias pécticas insolubles y un aumento
de las solubles (Huber y O “Donoghue 1993; Brady 1987). Pero actualmente se puede
afirmar que no son estos los tinicos enzimas los que originan el ablandamiento de los
frutos. Estos estudios estdn avalados por dos experimentos genéticos realizados en
tomates, el primero de ellos por Giovannoni et al. (1989) que consiste en la
induccién del enzima PGasa en un mutante rin del tomate, que tiene inhibidas
muchas de las funciones tipicas de la maduracién, entre ellas el ablandamiento, y sus
resultados muestran que, como consecuencia de esta induccidn, se produce un
aumento de poliurénidos solubles y una disminucién de pesos moleculares, pero no
se origina ablandamiento. El segundo experimento ha sido llevado a cabo por el
grupo de Smith (1990), y llegan a la conclusién de que cuando se inhibe
genéticamente la actividad de PGasa en tomate normal, no se inhibe la solubilizacién

de poliurdnidos ni el ablandamiento.

Hay evidéncias que demuestran que otros enzimas ademds de PG pueden
contribuir a la disminucién del peso molecular de poliurénidos. Por ejemplo,
preparaciones purificadas de B-galactosidasa de melén (Ranwala et al. 1992) y
aguacate (De Veau et al. 1993) se muestran capaces, independientemente de PG, de
disminuir los pesos moleculares de las cadenas de poliurdnidos, via

degalactosidacion.
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Ademds de los cambios en los polisacdridos pécticos, actualmente se asume
que el ablandamiento, que acompafia a la maduracién de los frutos, es también
debido a la modificacién de las hemicelulosas de la pared celular, que constituyen
una red de unién entre polisacdridos pécticos y celulosa. Una pérdida neta de
aziicares no celulésicos y cambio en la distribucién de pesos moleculares de
hemicelulosa se ha observado durante la maduracién de melén (McCollum et al.
1989), tomate (Tong y Gross, 1988), fresas (Huber, 1984), pimientos (Gross et al.
1986), aguacates (O’Donoghue y Huber, 1992) y aceitunas (Heredia et al. 1992).
Por lo tanto otras hidrolasas de la pared celular, tales como las celulasas y
glicosidasas ( @-galactosidasa, a-arabinosidasa, a-manosidasa of8-glucosidasa) pueden

ser importantes en la degradacién de la pared.

Un incremento en la actividad de celulasa (endo-3-1,4-glucanasa) estd bien
correlacionado con el ablandamiento de varios frutos (Awad y Young, 1979; Paull
y Chen, 1983) pero el sustrato de este enzima y su papel "in vivo" sigue sin estar
muy claro. O’Donoghue y Huber (1992) no apoyan la idea de que la glucanasa de
aguacate actue como una xiloglucanasa, es decir que esté incluida en la
depolimerizacién de los xiloglucanos que ocurre durante la maduracién. Sélo
formarfa parte de un complejo con capacidad de degradar en parte el xiloglucano

antes de la accién de otros enzimas.

Recientemente, Redgwel y Fry (1993) han descubierto en kiwi otro enzima,
una xiloglucana endotransglicosilasa (XET) que cataliza la transferencia de un
fragmento de una molecula de xiloglucano a otra molecula, lo cual podria causar, si
el enzima cataliza el paso de fragmentos de polisacdridos a oligosacdridos, la
reduccién del peso molecular del xiloglucano (Lorences y Fry, 1993). Este enzima
es un nuevo candidato a tener en cuenta en los cambios de la pared celular que
ocurren durante el ablandamiento del fruto, preparando la pared celular para la

posterior modificacién por los otros enzimas de pared.

En la actualidad se investiga en profundidad cual es su papel real en los
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citados cambios.

¢) Estado de madurez: La accién de los enzimas, que pueden degradar la
pared celular de los frutos durante su maduracién hasta originar ablandamiento, es
también uno de los factores mds importantes, que van a influir en los cambios de

textura de vegetales fermentados (Meurer y Grierschner, 1992).

A continuacién, utilizando como ejemplo los cambios que se producen en la
aceituna durante su maduracién y los conocimientos que existen sobre el tema en la
actualidad, se va a describir c6mo se relaciona el grado de madurez con los cambios

de textura.

En estudios realizados sobre las aceitunas se ha demostrado que las principales
modificaciones en la textura coinciden con el inicio de cambios de coloracion,
disminuyendo en un 50% entre las aceitunas en estado verde maduro y las de color
cambiante, para posteriormente permanecer mds 0 menos constante en fruto negro
(Heredia et al. 1992).

No obstante, a pesar de la presencia y actividad de altos niveles de celulasas
(Heredia et al. 1991) y PGasas (Minguez, 1982) solubles en tampones de baja fuerza
idnica (enzimas citoplasmdticos y/o apopldsticos) no se habia encontrado una total
correlacién en el tiempo entre actividad de estos y la velocidad de ablandamiento,
ya que aparecen en las aceitunas maduras, cuando apenas hay cambios en la textura.
Posteriormente, fueron encontradas y descritas una serie de glicosidasas (Heredia et
al. 1992, 1993) que correlaciona mejor con los cambios que ocurren en las paredes
celulares durante el perfodo que disminuye mds la textura. No obstante su accién no

es suficiente para explicar por si solas los cambios de textura.

Recientemente, utilizando paredes celulares enzimdticamente activas, aisladas
de aceitunas, este mismo grupo de trabajo ha llegado a detectar siete glicosidasas (8-

glucosidasa, a-galactosidasa, B-galactosidasa, a-arabinosidasa, a-manosidasa, 8-
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xilosidasa y B-N-acetilglucosaminidasa), ura celulasa y una endopoligalacturonasa
intraparietales, enzimas asociados a la pared mediante enlaces i6nicos (s6lamente
solubilizadas con tampones de alta fuerza iénica) y covalentes, cuyas actividades
estdn todas presentes en los frutos en estado verde, coincidiendo con los cambios mds
rdpidos de textura (Ferndndez-Bolafios et al. 1995). La accién conjunta de estos
enzimas con las glicosidasas solubles anteriormente indicadas son los que originan

los grandes cambios de textura del fruto.

d) Almacenamiento: El tiempo de almacenamiento es otros de los factores que
afectan a la textura de los frutos. Hay estudios que relacionan las actividades
enzimédticas con las pérdidas de textura durante el periodo de almacenamiento.
Almacenando aceitunas en cdmaras a 15°C, la actividad enzimdtica de PE se
incrementa en los ocho primeros dias para luego descender paulatinamente, en
cambio la actividad de PGasas aumenta progresivamente con el tiempo de
almacenamiento (Castillo et al. 1978).

Burns (1990) ha realizado estudios de a y 3-galactosidasa en naranjas durante
su almacenamiento. Las actividades de galactosidasas aparecen a las 8 semanas de
almacenamiento a 10°C. La actividad total de a-galactosidasa permanece constante

pero la B-galactosidasa disminuye después de 8 semanas.

En mandarinas Satsuma se observa una elevada actividad de endo-PG en el
almacenamiento a baja temperatura, siendo este enzima responsable de la
despolimerizacién de las pectinas, que tiene lugar durante el almancenamiento en frio
(Naohara y Manabe 1994).

3.2. Contaminacién microbiana y efecto en el ablandamiento de

productos aderezados

En los productos del aderezo (aceitunas, pepinillos, etc) son muchas las
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bacterias, levaduras y hongos presentes en la salmuera de conservacién o
fermentacién que pueden producir una serie de enzimas que, actuando sobre los
polisacdridos de la pared celular, afecten negativamente a la textura de los productos

fermentados.

Desde muy antiguo, se ha relacionado el ablandamiento de estos productos
con los cambios sufridos en las sustancias pécticas como resultado de la accién de
los enzimas pectinoliticos, producidos por los mohos que crecen en la superficie de
las salmueras de conservacion, fundamentalmente las especies de los géneros,
Penicillium, Fusarium, etc (Bell et al. 1950; Costilow et al. 1980).

Vaughn et al. (1972) han asociado también esta alteracién con los enzimas
pectinoliticos producidos por los hongos Penicillium y Aspergillus y por algunas
levaduras de tipo fermentativo, presentes en las salmueras de fermentacién y
conservacién de aceitunas, especificamente las especies de Saccharomyces

oleaginosus y Hansenula anomala, y algimas especies de Bacillus (B. mesentericus,
B. polymyxa, B. macerans, etc).

Posteriormente se ha demostrado, que incluso bacterias ldcticas que incluyen
Lactobacillus plantarum (Sakellaris et al. 1988) y Leuconostoc mesenteroides (Juven
et al. 1985) pueden producir PGasas.

Buescher y Hudson (1984) sefialan que las celulasas en salmuera producen,
asimismo, serios problemas de ablandamiento en los pepinillos. También se ha
observado ablandamiento en algunos casos en que no se detecta en salmuera actividad
pectinolitica. Esta alteracién podria haber sido causada por enzimas de origen
fiingico, o por el resultado conjunto de PGasas (McFeeters et al. 1980) y de otros

enzimas endégenos de pepinillos, particularmente a concentraciones de baja sal.

Son numerosas las bacterias y hongos que aparecen en plantas superiores y

tienen la capacidad de producir enzimas, tanto pectinoliticos como celuloliticos.
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Walter et al. (1985) encuentran hifas de hongos de pepinillos duros y blandos, por
lo que no es posible determinar si el ablandamiento es debido a enzimas
extracelulares producidos por microorganismos invasores o a enzimas endégenos del

propio fruto.

4. ACEITUNAS "ALINADAS"

4.1. Definiciones

Segun el Consejo Oleicola Internacional (COI, 1980), "se denomina aceituna
de mesa al fruto de variedades determinadas de olivo cultivado (Olea europea sativa),
sano, cogido en el estado de madurez adecuado y de calidad tal, que sometido a las
preparaciones adecuadas, dé un producto de consumo y de buena conservacién como
mercancia comercial. Estas preparaciones pueden, eventualmente, incluir la adicién

de diversos productos o aromatizantes de buena calidad alimentaria”.

En la Reglamentacién Técnico-Sanitaria Espafiola (1983) se definen los
distintos productos que se ofrecen al consumidor, incluyendo las preparaciones
artesanales y tradicionales como los derivados de aquella y perfeccionados por la
investigacién. Sin embargo, formas de elaboraci6n tan apreciadas y difundidas como
son las “aceitunas alifiadas y aromatizadas", aunque no son definidas
especificamente en la Norma, estarian incluidas dentro de las preparaciones de
"aceitunas machacadas (partidas voluntariamente)" o "aceitunas seccionadas
(rayadas)” que se conservan en una salmuera, con vinagre o sin él, pudiendo
incorporar a la misma agentes aromatizantes, o dentro de otras "especialidades",
siempre que los frutos o ingredientes utilizados respondan a las definiciones generales
establecidas por las Normas, ademds de estar incluidas claramente dentro del

concepto de "preparaciones comerciales"que utiliza el COI (1980).
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4.2. Tipos de aceitunas empleadas

Las aceitunas mds empleadas para ser alifiadas son las verdes, recogidas antes
del envero y cuando han alcanzado su tamaiio normal, y las de color cambiante, con
un color rosado, rosa vino o moradas, recogidas antes de su completa maduracién

y de que adquieran un color totalmente negro.

Estas aceitunas son endulzadas con cambios periddicos de agua, son tratadas
con lejfa y lavadas, o bien conservadas en salmuera hasta el momento de su
| elaboracién. Actualmente muchas de las aceitunas alifiadas son elaboradas a partir
de aceitunas verdes estilo sevillano, (tratadas con una lejfa alcalina y acondicionadas

posteriormente en salmuera, en la que sufren una fermentacion ldctica).

El tipo de aceituna empleada y los componentes del alifio influyen de forma
decisiva en la conservacién del producto. La disponibilidad de aziicares (mds elevada
en las endulzadas y menor en las aderezadas al estilo sevillano) y, por lo tanto, la
capacidad de tener un medio més o menos favorable para el desarrollo microbiano,
lleva a que en la condimentacién final se puedan dar alteraciones, si las sustancias
que se utilizan tienen cierta carga microbiana. Ademds, las aceitunas procedentes de

una fermentacién 4cido lictica favorecen la conservacién del producto (Garrido,
1991).

4.3 Especias y otros condimentos

Las especias se han definido por la "Food and Drug Administration", como

sustancias vegetales aromdticas que se utilizan para el condimento de alimentos.

Condimento es un término mds amplio que se aplica a las mezclas de

especias y que puede o no contener otros ingredientes, como cebolla, ajo, sal,

azucar, etc.
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En la industria se utilizan productos naturales, frescos o desecados y molidos,
o bien otros sustitutos, tales como “"extractos naturales dispersados sobre sal o
dextranos”, "aceites esenciales", obtenidos por un proceso de destilacion 'y
"oleoresinas", obtenidas por extraccién con disolventes (Hainrihar, 1991), o la

mezcla de estas esencias con productos naturales.

El Real Decreto n°® 2242/84, del 26 de Septiembre, contiene la
Reglamentacién Técnico-Sanitaria para la elaboracién, circulacién y comercio de
condimentos y especias, clasificando estos productos en: especia o condimento

aromdtico, condimentos preparados o sazonadores y suceddneos de especias.

Se designa "especia o condimento aromdtico" a las plantas o partes de las
mismas, frescas o desecadas, enteras, troceadas o molidas, que por su color, aroma
o sabor caracterfsticos se destinan a la preparacién de alimentos y bebidas, con el fin
de incorporarles estos atributos, haciéndolos mds apetecibles y sabrosos y, en

consecuencia, consiguiendo un mejor aprovechamiento de los mismos.

A pesar de que los productos vegetales naturales, tales como bulbos (ajo),
frutos (comino, hinojo, pimentén), hojas (perejil, tomillo, laurel), flores (orégano)
etc., se utilizan desde antiguo en la preparacién de aceitunas alifiadas de forma
artesanal, actualmente y debido a que se tiende a mantener una produccion
homogénea de alimentos, se suelen poner mds objecciones al empleo de dichos
productos naturales (Ferndndez, 1985). El resto de productos (aceites esenciales,
oleorresinas, etc) presentan la ventaja, con respecto a los naturales, de estar
pricticamente exentos de gérmenes, poseer muy baja actividad enzimdtica y ser
ficilmente estandarizados, con lo cual se asegura la reproducibilidad de las

preparaciones (Borbolla y Alcald 1977; Ferndndez, 1985).
4.4. Accién antimicrobiana de especias y condimentos

Las especias y condimentos, en general, ademds de proporcionar sabores
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caracteristicos a los alimentos pueden tener, en determinadas circunstancias, cierta

accién conservadora.

El poder bacteriostitico o bactericida de las especias se debe a que en su
composicién se encuentran los aceites esenciales, que ejercen un poder inhibidor o
destructivo sobre algunos microorganismos (Saraza et al.1993). Esta caracteristica
depende de distintos factores como son origen, forma de almacenamiento (entero o
molido), etc. Asimismo, este poder inhibidor varia de una especia a otra y con el
tipo de microorganismo (ICMSF, 1983; Martinez et al. 1988).

La cantidad de especias empleadas para el alifio de alimentos en general, es
muy pequeiia, por lo que los aceites esenciales que se aportan también lo es. Como
consecuencia, el poder inhibidor de las especias afiadidas es escaso, si bien puede
potenciar la accién de otros conservadores adicionados a los alimentos y reducir la

resistencia térmica de los microorganismos (Saraza et al.1993).
Entre los condimentos mds utilizados se encuentran:

Ajo.- es el condimento que ocupa el primer lugar por su aporte de sabor y
por la frecuencia que se utiliza como constituyente en las férmulas de alifio. Se ha
comprobado que sus derivados sulfurados (sulf6xidos de cisteina) son capaces de
inhibir el crecimiento microbiano, siendo la sensibilidad en este orden: levaduras >

hongos > bacterias (Dababneh y Al-Delainy, 1984; Yoshida et al.1987; Ghaunoum,
1989).

Tomillo, laurel, orégano.- Tienen un ligero poder inhibidor contra la

mayoria de los microorganismos.

Canela y clavo.- Contienen aldehide cindmico y eugenol, respectivamente;

son, en general, mds bacteriostdticos que los anteriores.
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Hinojo.- Es el fruto maduro y desecado de Foeniculum vulgare, muy rico en

anetol, que actia como antiséptico.

Limdén y citricos en general.- Se encuentran entre los aromatizantes mads
importantes por poseer el mayor nimero de sustancias aromdticas (Gordon von

Campe, 1990) y, ademds, ayudar a la conservacién por acidificacion.

4.5. Contaminaciones microbianas que introducen las especias y

condimentos. Efectos enzimdticos endégenos y exégenos

Las especias son productos naturales y como tales poseen una flora habitual
que provienen del medio donde se desarrollan. Ademds, en su proceso de elaboracién
y comercializacién pueden sufrir alguna otra contaminacién por una amplia variedad
de microorganismos: bacterias sapréfiticas, levaduras, hongos, bacterias terméfilas
anaerobias y aerobias, etc. (Garrido et al.1988), que pueden contribuir al deterioro

de los productos.

Aunque estas alteraciones no sean perjudiciales para la salud del consumidor
tienen una fuerte repercusién en el campo tecnolégico o de elaboracién de alimentos

por la pérdida de propiedades por las que fueron elegidas (Saraza et al.1993).

Entre las fuentes de contaminacién destaca, por su importancia, el crecimiento
de hongos durante el proceso de desecacién de las especias cuando no se realiza en

las condiciones de humedad y temperatura adecuada (Salmeron et al. 1988, Martinez
et al.1988).

El ajo se encuentra sujeto a diversas alteraciones microbianas, entre las que
destaca por su importancia la "descomposicién fiingica azul" producida por el
desarrollo de algunas especies de hongos pertenecientes al género Penicillium
(Salmeron et al. 1988).
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Segtn se desprende de la bibliografia, el empleo de ajos, contaminados por
mohos y bacterias, puede ser la causa indirecta del ablandamiento de productos
aderezados, producido por los enzimas pectinoliticos segregados por estos gérmenes;
sin embargo, los ajos libres de contaminacién microbiana (esterilizados,
deshidratados,etc) no producen dicha alteracién (Ferndndez, 1985).

Se han encontrado en ajos una pectinesterasa y una poligalacturonasa. La
primera se ha aislado en muestras descompuestas por el hongo Penicillium canescens,
no existiendo en las alteradas por Fusarium oxyosporium, lo cual parece indicar que
no todos los gérmenes de hongos que atacan a esta planta producen dicho enzima
(Borbolla y Alcald, 1972).

En ajos frescos la PE es mds activa que la que se encuentra en ajos
deshidratados y en polvo, disminuyendo su actividad a concentraciones del 3-4 % de
NaCl y valores de pH de 4. Asi mismo, se inhibe su actividad por la pasteurizacion
a 72°C, durante 5 minutos (Borbolla y Alcald 1977)

El pimentén, ingrediente bastante comin en aceitunas alifiadas, suele ser una

fuente importante de contaminacién, con abundante desarrollo de bacilos

esporulados( G. Bacillus).

De todo ello se deduce que algunos de los enzimas procedentes de los
microorganismos contaminantes pueden contribuir a la alteracién de los alimentos
producidas por algunas especias (Martinez et al.1988; Garrido et al.1988). Sin
embargo, también hay que tener en cuenta la posible accién de aquellos enzimas
endégenos (lipoliticos, pectinoliticos, celuloliticos, etc.) de las especias, que
actuarian alterando las grasas contenidas en ellos, o provocando el ablandamiento de
los mismos (Ferndndez, 1985).



MATERIALES Y METODOS
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1. MUESTRAS

1.1. Muestras empleadas

Aceitunas de la variedad Hojiblanca, recolectadas en la Estacién Experimental
de Extension Agraria de Cabra (Cérdoba).

La toma de muestra se realiza en d&rboles previamente seleccionados,
recogiéndose los frutos en tres estados de maduracién: verde, color cambiante y

negro.

1.2. Preparacién de la muestra

Los frutos verdes se seleccionan segin el tamafio, en cinta transportadora;
posteriormente se deshuesan, en deshuesadora mecdnica, se alifian (segin la férmula

de alifio indicada en el apartado 1.3) y se envasan en frascos de 1/2 galén.

Las aceitunas color cambiante y negras se seleccionan de forma andloga a las
verdes y se colocan en un fermentador, con salmuera (solucién al 6% de NaCl), y
0,4% de 4cido acético, con aireacién. Al cabo de 3 meses se toma una muestra que

se deshuesa, se alifia y se envasa en frascos de 1/2 galén.

1.3. Elaboracién de alifios

Para la preparacion de los alifios se ha recopilado una serie de férmulas de los
mismos existente en la bibliografia (Borbolla y Alcald, 1972). En total se disponen
de 29 férmulas de alifios en las cuales aparecen reiteradamente una serie de

componentes del alifio, como son el ajo, limén o naranja amarga, etc. De todas ellas
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se ha seleccionado una que se va utilizar en todas las preparaciones.

Su composicién es, por cada Kg de aceitunas deshuesadas:

- 50 g ajo

- 45 g limén

- 1,3 g de orégano

- 0,15 g de tomillo

- 0,20 g laurel

- 0,03 g comino

- 0,10 g hinojo

-sal 4%

- vinagre de 5° (58 mL por litro de salmuera)

Tras mezclar minuciosamente, se envasan las aceitunas con su alifio en dos
lotes, en botes de 1/2 galén, se dejan equilibrar durante 10 dias (con agitacion diaria)

y se conservan en cdmara a 30°C y 5°C.

2. TEXTURA DEL FRUTO

La determinacion de la textura se realiza por compresion-cizallamiento, que
es una buena forma de correlacién con los ensayos organolépticos para juzgar el
grado de firmeza y jugosidad de la aceituna (Ferndndez y Vidal, 1968). Para ello se
ha utilizado un texturémetro Instron Universal (modelo 1011), que lieva acoplado

una célula de compresidn-cizallamiento (Kramer).

Metodologia

Una vez calibrado el texturémetro, se lleva a cabo la rotura del fruto
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deshuesado y pesado, con una velocidad de cizallamiento de 200mm/min, midiéndose
la fuerza necesaria para ello, procurando que la fuerza ejercida sobre la misma no
supere los 500 N. Se realizan 15 replicados para cada medida y los valores se

expresan en N/g de fruto deshuesado.

3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE NaCl, pH, ACIDEZ
LIBRE Y ACIDEZ COMBINADA

Las medidas de pH, acidez libre y acidez combinada se han realizado
conjuntamente en un procesador automdtico "Tritroprocessor” (Methovor), equipado

con electrodos potenciométricos, basidndose las medidas en volumetrias de

neutralizacion.

La acidez libre es un pardmetro definido por la suma de los distintos dcidos
orgénicos libres en salmuera. La acidez combinada o lejia residual viene dada por
las sales de los dcidos orgénicos existentes en la salmuera (procedente de los frutos
o de los componentes de los alifios), que contribuyen en el sistema amortiguador de

la salmuera y, por lo tanto, influyen directamente en el pH del medio.
La determinacién del contenido en cloruro sédico se basa en una volumetria

de precipitacion.

3.1. Determinacién de pH, acidez libre y acidez combinada

Reactivos

- Solucién de hidréxido sédico 0,5 N (Merck)
- Solucién de 4cido clorhidrico 2 N (Merck)
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Metodologia

Se parte de 10 mL de jugo de aceituna (obtenido por presién a partir de la
pulpa molida del fruto y separado por decantacién de la fase oleosa) y se llevan a un
volumen de 25 mL con agua destilada. El procesador realiza inicialmente la medida
del pH y, en funcién de éste, adiciona la cantidad suficiente de NaOH 0,5 N para
alcanzar la neutralidad (exactamente hasta un valor de pH de 8,3, punto de viraje de
la fenolftaleina). El volumen de NaOH gastado da la medida de la acidez libre.

La determinacién de la acidez combinada se lleva a cabo por la adicién de
CIH 2 N hasta que la muestra alcanza un valor de pH de 2,6 (para este valor de pH
todas las sales de lactato se encuentran como dcido ldctico) corrigiendo el propio
aparato, de forma automatica, los equivalentes de NaOH afiadidos previamente para

la determinacién anterior.
La acidez libre se expresa en gramos de dcido lictico/100mL y la acidez
combinada en equivalentes/L. de NaOH.

3.2. Determinacion del contenido en cloruro sédico

Metodologia

0,5 mL de jugo de aceituna se diluyen con agua destilada y se valoran con
nitrato de plata, usando como indicador cromato potdsico. La cantidad de cloruro

sédico se expresa como % en peso por 100 mL de jugo.
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4. PREPARACION DE EXTRACTOS ENZIMATICOS

Material

- Centripet.

- Centrifuga refrigerada (Sorvall).
- Ultraturrax.

- Agitador magnético (Vortex).

- Papel de filtro.

Reactivos

-Solucién tampén acético/acetato 0,05 M, pH 5,5.

Metodologia

Las preparaciones de los extractos enzimadticos se han llevado a cabo de forma

diferente segin hayan sido extractos de salmuera, extracto de ajo o de limoén;

A.- Extracto de salmuera: El procedimiento seguido para la obtencién de
extractos enzimdticos de salmueras de aceitunas alifiadas ha sido el siguiente: se
parte de 30 mL de salmuera previamente filtrada, se introducen en los centripet (15
mL por centripet), se centrifugan a 3.200 rpm durante 1,5 horas; posteriormente, se
afiaden a cada centripet otros 15 ml de salmuera filtrada y se vuelve a centrifugar,
en las misma condiciones. Con estas dos centrifugaciones se ha conseguido

concentrar extractos hasta 1/6 a 1/7 de su volumen inicial.

A continuacién se dializan, lavando sucesivamente los extractos concentrados
con tampén acetato 0,05 M, pH 5,5, y centrifugando en las condiciones

anteriormente indicadas, en cada lavado. Esta operacion se repite 4 veces. En este
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extracto dializado se realizan posteriormente las determinaciones de actividades

enzimadticas.

Tras el proceso se consiguen extractos enzimdticos concentrados (de 6 a 7
veces) y dializados, con la ventaja de poder cambiar las condiciones de pH y tampén
cuando sea necesario. Es suficiente con lavar 4 veces con el tampén deseado y

proceder de forma andloga a la descrita anteriormente.

B.- Extracto de ajo: Se pesan 20 g de ajo, previamente triturados y se le
afiaden 50 mL de tampdn acetato 0,05 M, pH 5,5; se homogeneiza en Ultraturrax
durante un tiempo mdximo de 30 segundos a velocidad médxima y se deja en
agitacién en cdmara a 4°C durante 2 horas (con el fin de favorecer la extraccion).
Transcurrido este periodo de tiempo se centrifuga a 13500 g durante 20 minutos y
se filtra mediante papel de filtro. El filtrado constituye el extracto enzimético.

C.-_Extracto de limén: Se pesan 10 g de limén, se trituran y se mezclan con

25 ml de tampén acetato pH 5,5. A continuacién se procede de manera andloga a la

preparacion del extracto de ajo.

5. ACTIVIDADES ENZIMATICAS

5.1 Medida de actividad celulolitica

Materiales

- Baiio viscosimétrico Viscobath-134, termémetro Thermostad-634, (Crison)
- Viscosimetro Cannon Fenske viscosimeter (serie 150)

- Agitador magnético Vortex

- pH-metro Digilab 518 (Crison)
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Reactivos

- Solucién tampén acético/acetato 0,05M, pH 5,5 (Panreac).

- Solucién de carboximetilcelulosa (CMC), Solucel N-50 (Sigma) al,0,75%
P/V. La CMC se disuelve en tampén acetato pH 5,5, empleando un agitador
magnético para homogeneizar. Se afiaden unas gotas de mertiolato (Solucién

al 0,01%) con objeto de evitar una posible contaminacién microbiana.

Metodologia

La actividad celulolitica se determina midiendo la disminucién de viscosidad
del sustrato (CMC) tras ser incubado con la solucién de enzima (extractos

enzimdticos).

Medida de la viscosidad

En un viscosimetro capilar de vidrio de tipo Canon- Fenske, se coloca la
mezcla de reaccién: 5 mL de solucién de CMC (0,75%) y 2 mL de extracto
enzimético y se introduce en un baiio cilindrico de pared transparente; como medida
de viscosidad se utiliza el tiempo de descenso de la solucién entre dos marcas del
mismo a la temperatura de 30°C; paralelamente se lleva a cabo la estandarizacién

determinando el tiempo de flujo del agua en dicho viscosimetro.

El extracto enzimdtico debe prepararse a una concentracién de enzima tal que
la actividad determinada sea directamente proporcional a la cantidad de enzimas
presentes. Para ello, se lleva a cabo la medida de descenso de viscosidad cada 10

minutos, hasta que la relacién entre tiempo de paso y tiempo de reaccién (60minutos)
sea lineal.

Las determinaciones se realizan a tiempo cero y cada 15 minutos durante la

primera hora y seguidamente a las 2, 3 y 4 horas de incubacién.



Expresion de la actividad enzimadtica.

Se calcula como porcentaje de descenso relativo de la viscosidad del extracto

enzimdtico activo (A) respecto al blanco (B).

Viscosidad(B) - Viscosidad (A)

% descenso viscosidad =

Viscosidad (B)

Dichos porcentajes se convierten en unidades relativa de actividad enzimatica,

utilizando la tranformacién de Almin et al,. 1967, segiin la ecuacion:

M1* = - t+ [no* , siendo:
Cs

B : Unidades relativas de actividad enzimdtica
7 : Viscosidad intrinseca

a : Constante empirica (3,66)

7, - Viscosidad intrinseca a tiempo 0

C : Concentracion de sustrato (g/1)

t : tiempo de reaccién

5.2 Medida de actividad de poligalacturonasa

Materiales

- Bafio viscosimétricoViscobath-134.
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- Viscosimetro Canon-Fenske.

- Centrifuga refrigerada (Sorvall).

Reactivos

- Solucién tamp6én acético/acetato sédico 0,05 M pH 5,5 (Panreac).
- Solucién de pectina de limén (Sigma) al 0,6% P/V. Se prepara en tampon
acético/acetato pH 5,5 y se adicionan unas gotas de mertiolato (solucién al

0,01%) para su conservacion.

Metodologia

La actividad de la PGasa se determina de forma andloga a la descrita en el
apartado 4.1, utilizando como sustrato pectina de limén al 0,6 % P/V, en solucién
tamp6n acético/acetato 0,05 M, pH 5,5 y midiendo la disminuci6n de viscosidad de

la solucién de la pectina.

Expresidn de la actividad enzimdtica,

Se calcula a partir de los datos de viscosidad, mediante la ecuacién de Almin et

al. (1967), de forma andloga a lo indicado en el apartado 4.1 para 1a CMC.

5.3 Medida de actividad de glicosidasas

Materiales

-Espectofotometro 500 E, UV/VIS (Perkin-Elmer).
-Bafio termostdtico con agitacién (Selecta).
-pH-metro Digilab 518 (Crison).
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Reactivos

-Solucién tampén citrato (4cido citrico/citrato sédico) 50 mM, pH 4,6
(Panreac).
-Solucién de carbonato sédico S00 mM (Panreac).

Como sustratos se utilizan soluciones de los siguientes reactivos:

4-nitrofenil-a-D-galactopirandsido (Fluka).
2-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (Boheringer).
p-nitrofenil-B-D-glucapirandsido (Fluka).

2-nitrofenil-a-arabinopirandsido (Sigma).
Metodologia

Las actividades de a-galactosidasa, B-galactosidasa, B-glucosidasa y a-
arabinosidasa, se determinan midiendo el incremento de absorbancia que tiene lugar
por acciéon de cada enzima, al liberarse p-nitrofenol del respectivo p-

nitrofenilderivado, utilizado como sustrato.

La mezcla de reaccién contiene 0,1 ml de disolucién de sustrato, en tamp6n
citrato 50 mM y 0,2 ml de extracto enzimdtico. Se incuban durante 15 minutos a
40°C (B-glucosidasa y a-arabinosidasa), durante 15 minutos a 35°C (a-galactosidasa)
y 30 minutos a 35°C (B-galactosidasa). Posteriormente se adicionan 5 ml de
disolucién de carbonato sédico SO0 mM con el fin de detener la reaccién enzimdtica.

Se mide la absorbancia a 420 nm.

Paralelamente, se prepara el blanco correspondiente a cada enzima, con una

mezcla andloga a la anterior, pero para un tiempo de incubacién de 0 minutos.
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Expresién de la actividad enzimdtica.

Se expresa en nKat, definiéndose un katal (unidad de sistema internacional) como

la cantidad de enzima que convierte un mol de sustrato en producto, en un segundo.

6. ANALISIS DE PARED CELULAR

6.1. Aislamiento del material de pared (MP)

Un sistema de aislamiento de pared de productos vegetales consiste en
tratarlos con un detergente acuoso (laurilsulfato sédico) para eliminar proteinas
citoplasmdticas y componentes de bajo peso molecular solubles en agua.
Posteriormente se afiade al residuo una mezcla de fenol:4cido acético:agua para

inactivar los enzimas de pared y eliminar proteinas residuales, pigmentos y fenoles.

Apoyandonos en la bibliografia, se ha puesto a punto este método de trabajo,
con las modificaciones que se han considerado mds adecuadas para el fruto en

estudio.

Material

- Ultraturrax T25 (Janke Kunke)

- Ultracentrifuga refrigerada (Sorvall)

- Filtros de vidrio GF/C (Whatman)

- Rotavapor (Biichi)

- Sacos de didlisis de Pm 12.000 (Sigma)
- Liofilizador (General Engineering Co)
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Reactivos

- Laurilsulfato sédico (Merck)
- N-octanol (MercK)

- Fenol (Panreac)

- Acido acético (Fluka)

- Acetona (Panreac)

- Hexano (Scharlau)

Metodologia

A 50 g de pulpa, deshuesada y triturada, se le afladen 200 mL de una
solucién al 1% de laurilsulfato sédico y 2 mL de octanol, se homogeneiza en
ultraturrax y se mantiene 12 horas en agitacién, a 4°C. Se centrifuga a 27.500g
durante 40 minutos y se filtra en embudo Biischner, conservadndose el filtrado a 4°C.
Al residuo se le afiaden 3 x 250 mL de agua destilada, tras homogeneizar en
Ultraturrax, se centrifuga, se filtra, y se unen las aguas de lavado al extracto
anterior, constituyendo la fraccion soluble en laurilsulfato sédico (LSS). El residuo
hiimedo se trata con 100 mL de fenol:4cido acético:agua en la proporcién 2:1:1, se
homogeneiza en Ultraturrax y tras centrifugar en andlogas condiciones, se repite una
segunda vez esta operacién. Se lava repetidamente con agua destilada y
posteriormente con acetona, hasta la obtencién de filtrados incoloros. El residuo

solido obtenido constituye el material de pared (MP).

La fraccién solubilizada en LSS, se concentra en rotavapor sin llegar a
sequedad y se dializa frente a agua destilada durante una semana, con dos cambios
diarios de agua y al cabo de ese tiempo, se extrae tres veces con hexano, a 4°C, para
eliminar restos de grasa. La fracci6n acuosa se concentra en rotavapor y se liofiliza

en matraz previamente tarado, para su posterior cuantificacién gravimétrica.
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6.2. Fraccionamiento del material de pared

Los polisacdridos constituyentes de la pared celular se extraen

secuencialmente, de acuerdo con sus solubilidades en diferentes disolventes.

Material

- Bafio termostdtico (Unitronic 320 OR)
- Filtros de vidrio GF/C (Whatman)

- Sacos de didlisis Pm 12.000 (Sigma)

- Ultracentrifuga refrigerada (Sorvall)

- Liofilizador (General Engineering CO)

Reactivos

- Imidazol (Fluka)

- Acido clorhidrico (Panreac)
- Carbonato sédico (Panreac)
- Borohidruro sédico (Merck)
- Hidréxido potdsico (Panreac)

- Acido acético glacial (Panreac)

Metodologia

A 1 g de material de pared se le afiaden 100 mL de imidazol/clorhidrico (0,5
M, pH 7), realizdndose dos extracciones sucesivas, la primera durante 12 horas a
temperatura ambiente y, una vez separado el residuo por filtracién, se lleva a cabo
la segunda, durante 3 horas en las mismas condiciones. Tras separar el sobrenadante,
se lava con agua destilada. Los tres filtrados reunidos constituyen la fraccion soluble
en imidazol (FSI).
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El residuo himedo obtenido anteriormente se suspende en 100 mL de
carbonato sédico 0,05 M (20 mM en borohidruro sédico), realizindose una primera
extraccién durante 16 horas a 4° C y una segunda durante 3 horas, a temperatura
ambiente. Se lava con agua destilada, y se une a los sobrenadantes separados de las

anteriores extracciones, 1o que constituye la fraccion soluble en carbonato sédico

(FSC).

El residuo mimedo resultante se trata con 100 mL de hidréxido potdsico al
4 % (20 mM en borohidruro sédico) durante 12 horas, a 4° C, se filtra y se extrae
de nuevo durante 1 hora a temperatura ambiente, se vuelve a filtrar y se unen los
sobrenadantes. El residuo se lava con agua destilada, y se une el agua de lavado con
los sobrenadantes anteriores, constituyendo la fraccién soluble en hidroxido potdsico
al 4% (FSK-1).

El residuo procedente del tratamiento anterior se suspende en 100 mL de
hidréxido potésico al 24% (20 mM en borohidruro sédico) durante 12 horas a
temperatura ambiente, se filtra y se realiza una segunda extraccioén durante 1 hora,
en las mismas condiciones. Tras el lavado, los sobrenadantes se reunen,
constituyendo 1a fraccion soluble en hidréxido potdsico al 24% (FSK-2).

El sélido resultante del fraccionamiento se lava repetidamente con agua
destilada hasta que el filtrado sea neutro. Posteriormente se liofiliza, en matraz

previamente tarado y constituye la fraccién de celulosa (CEL).

Las fracciones alcalinas (FSC, FSK-1 y FSK-2) se acidifican en bafio de
hielo, hasta pH 6-7 con lo que precipitan las fracciones hemicelulésicas. Los
precipitados se separan por centrifugacién (19.000g) y se dializan dos dias frente a
agua destilada.
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7. DETERMINACION COLORIMETRICA DE AZUCARES NEUTROS
(ENSAYO DE LA ANTRONA) (Dische, 1962)

Material

- Bafio termostatico (Selecta)

- Pipeta y puntas de pipeta para dcidos (Labsystem)
- Lector de microplaca, modelo 450

- Microplacas (Bio-Rad)

Reactivos

- Antrona (Sigma): disolucién al 0,2%, en é4cido sulfiirico concentrado.
- Acido sulfiirico concentrado (Panreac)

- Glucosa (Fluka): disolucién patrén en agua, de 0,5 mg/mL

Metodologia

Sobre una alicuota de 0,5 mL de muestra se afiade 1 mL de solucién de
antrona, se agita en Vortex y se incuba en bafio de agua a 80°C, durante 5 minutos.

Se deja enfriar y se mide la absorbancia a 630 nm.

Para la determinacién cuantitativa, se construye una linea de calibrado con

una disolucién patrén de glucosa, en un rango entre 5 y 50 ug.
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8. DETERMINACION DE ACIDOS URONICOS (ENSAYO DEL m-
HIDROXIBIFENILO) (Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973).

Material

- Bafio termostdtico (Selecta)

- Pipeta y puntas de pipeta para dcidos (Labsystem)
- Lector de microplaca modelo 450

- Microplacas (Bio-Rad)

Reactivos

- Hidréxido sédico (Panreac)

- Meta-hidroxibifenilo (Fluka): disolucién al 0,15%, en NaOH 0,5%

- Acido sulfiirico concentrado (Panreac)

- Tetraborato sédico (Fluka): disolucién 0,0125 M, en H,SO, concentrado

Metodologia

Se toma una alicuota de 200 uL de la muestra, se afiaden 1,2 mL de la
solucion 4cido sulfirico/tetraborato sédico, se agita en Vortex y se calienta en bafio
termostdtico a 100°C, durante 5 minutos. Se deja enfriar y se afiaden 20 uL de
NaOH 0,5N. Se construye una linea de calibrado a partir de una disolucion acuosa

de 4cido galacturénico, en un rango entre 5 y 30 ug.

9. ANALISIS DE COMPOSICION GLICOSIDICA: CUANTIFICACION DE
AZUCARES CELULOSICOS Y NO CELULOSICOS

Para conocer los monosacéridos constituyentes de oligo y polisacdridos es
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necesario romper el enlace glicosidico. Para ello el procedimiento méds comuin es la
hidrélisis, que generalmente se realiza en medio 4cido. Una vez liberados los
azicares, se convierten en derivados voldtiles y se cuantifican por medios

cromatogréficos.

Se ha comprobado que el uso de dcido trifluoracético (TFA) 2 M, a 120°C,
durante 1 hora, origina hidrélisis cuantitativa de los polisacdridos neutros no
celuldsicos (York et al., 1986; Fry, 1988) y su alta volatilidad, que permite

eliminarlo ficilmente, lo convierte en un sistema de hidrdlisis ampliamente utilizado.

Para la liberacién cuantitativa de glucosa, a partir de celulosa, se requiere un
tratamiento con H,SO, al 72 %, durante 2 6 3 horas para que su hidrélisis sea
completa (Saeman et al., 1954; Fry, 1988; Selvendran y Ryden, 1990).

El sistema mds usado para la cuantificacién de azicares neutros es su
conversion en acetatos de alditoles, que por cromatografia gaseosa da un solo pico
para cada azicar (Englyst y Cumming, 1984). Esta reaccién de derivacién se basa

en una reduccién secuencial y una acetilacién de los aziicares monoméricos.
Material

- Tubos de vidrio de tapén roscado (Pyrex)

- Placa calefactora (Tembloc, Selecta)

- Centrifuga (Sorvall, RT 6000 D)

- Cromatégrafo de gases (Hewlett Packard 5890 Serie II)
- Detector selectivo de masas (Hewlett Packard 5972)

Reactivos

- Acido trifluoracético (Sigma)

- Acido sulfirico concentrado (Merck)
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- Inositol (Sigma)

- Metanol (Panreac)

- Hidréxido aménico (Panreac)
- Borohidruro sédico (Merck)

- Acido acético glacial (Panreac)
- Anhidrido acético (Fluka)

- Metilimidazol (Sigma)

- Diclorometano (Merck)

Metodologia

Hidrolisis de las fracciones que no contienen celulosa: se pesan 100 ug de
la fraccién a estudiar, en tubos con tapén roscado, y se aiiaden 250 uL de TFA 2 N

(al que se le ha adicionado previamente 0,1 ug/uL de inositol). Se cierran bien los
tubos, para evitar pérdidas por evaporacién, y se colocan en bloque calefactor a
121°C, durante 1 hora. Seguidamente se evapora el 4cido en corriente de aire y se

eliminan los restos lavando 3 veces con metancl.

Hidrélisis de las fracciones que contienen aziicares celuldsicos: se pesan
alrededor de 5 mg de la correspondiente fraccién, en tubos de tapén roscado, y se
afiaden 0,5 mL de H,SO, del 72 %. Se colocan en bloque calefactor, 2 horas a
40°C, y se adicionan 5,5 mL de agua destilada, manteniéndose a 100°C, durante 2
horas. Se toman 0,2 mL del hidrolizado y se le afiaden 0,2 mL de inositol en agua

(concentracion de 1 mg/mL).

Determinacién por cromatografia gaseosa: a los hidrolizados anteriores se le
afiaden 200 pL de hidréxido aménico y 200 uL de borohidruro sédico (10 mg/mL)
en NH,OH IN y se mantienen en tubo cerrado durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se destruye el exceso de reactivo con 4cido acético glacial, hasta que cese
el desprendimiento de burbujas y se evapora a sequedad en corriente de aire. Los

restos de borohidruro sédico y dcido acético se eliminan afiadiendo 3 x 0,5 mL de
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metanol-acético 9:1 y evaporando a sequedad en bafio y corriente de aire. A
continuacién se trata tres veces con metanol y se evapora en corriente de aire. A
cada tubo se afiaden 600 pL de anhidrido acético y 120 uL de metilimidazol, que
actia como catalizador. Al cabo de 10 minutos se afiaden 2 mL de diclorometano y
5 mL de agua, se agita y se centrifuga a 1000 g, durante 5 minutos. La fase acuosa
se desecha y a la de diclorometano se afiaden 2 x 5 mL de agua, agitando y
centrifugando en las mismas condiciones. Los acetatos de alditol disueltos en la fase

orgénica se inyectan directamente en el cromatdgrafo.

Condiciones cromatogrificas: la separacion de los acetatos de alditol se
realiza en columna capilar de silice fundida, de 30 cm de largo y 0,25 mm de
didmetro interno. La fase liquida es SPTM 2330 (Supelco). Como gas portador se
ha empleado helio, con un flujo de 1mL/min, y este mismo gas, a una relacién de

60 mL/min, ha sido utilizado como gas auxiliar.

El flujo de hidrégeno ha sido 6 mL/min. La temperatura del bloque de
inyeccién 250°C, la del detector 300°C y la de la columna 250°C. Se han inyectado
1,5 pL de cada muestra. El horno trabaja con una programacién de temperaturas de
200°C a 240°C, a razén de 4°C/min, manteniéndose a esta temperatura final 10

minutos y siendo el tiempo de equilibrio de 3 minutos.



RESULTADOS Y DISCUSION
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1. FORMULAS DE ALINO Y RELACION DE COMPONENTES
FUNDAMENTALES.

Son muchas las formulaciones que se emplean para el alifio de aceitunas, ya
que al tratarse de una elaboracién fundamentalmente artesanal varfan segun regiones

y costumbres, sin que exista homogeineidad en cuanto a tipo y cantidad de
componentes.

En este estudio, se ha seguido como sistema para seleccionar los componentes
més fundamentales para la formulacién de un alifio, el considerar todos aquellos que
aparecen un mayor nimero de veces en las férmulas recopiladas. En total, se han
conseguido reunir 43 diferentes (Borbolla et al. 1972 ; March y Rios, 1989), en las
que los ingredientes o condimentos usados, que aparecen en mayor nimero,
corresponden en orden decreciente a ajo, tomillo, naranja amarga, limén, pimiento
verde, pimentén, orégano, laurel, hinojo, comino, guindilla, pimiento morrén, clavo,

culantro y pimienta.

De entre ellos se pueden establecer como componentes fundamentales los

ocho primeros, por ser los que se encuentran con mds frecuencia en las

formulaciones:
N°de veces que aparecen
Condimento en las 43 férmulas de alifio
Ajo 30
Tomillo 29
Limén o naranja 28
Laurel 22
Hinojo 17

Orégano 15
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Pimentén 12

Pimiento morréon 4

En muchos casos, también se emplea dcido acético como acidulante, afiadido
en forma de vinagre, caracteristico fundamentalmente en las aceitunas alifiadas y que
es un importante agente de conservacién de estos productos. El vinagre, ademds de
suministrarles un sabor y olor caracteristico facilita, gracias a su contenido en édcido
acético, una actividad antiséptica mayor que la del dcido ldctico. Al parecer, el poder
bacteriostdtico, mds que bactericida del dcido acético, no es directamente dependiente
del pH, sino de la molécula no ionizada, forma en la que se suele encontrar en los

alifios, debido a los bajos pH que normalmente existen.

2. TIPOS DE ACEITUNAS Y FORMAS DE PREPARACION: FORMULA DE
ALINO "TIPO" UTILIZADA.

Los tipos de aceitunas utilizadas para el desarrollo de este trabajo han sido:

- Aceitunas verdes, deshuesadas y endulzadas mediante sucesivos lavados de
agua.

- Aceitunas color cambiante (frutos que muestran signos de coloracion
purpura), deshuesadas y conservadas en salmuera.

- Aceitunas moradas (frutos con la piel totalmente morada y con la pulpa

blanca) deshuesadas y conservadas en salmuera.

A los frutos color cambiante y morado se le ha adicionado salmuera del 2%,
elevando paulatinamente esta concentracién hasta el 6%, conservidndose hasta 6
meses. Ademds se ha afiadido 4dcido acético (solucién al 0,4%), con objeto de
corregir el valor del pH inicial a 4,0-4,5 unidades y evitar asi el desarrollo de

posibles microorganismos indeseables. Esta salmuera de conservacién permite
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experimentar una fermentacion mds o menos completa, por levaduras y/o bacterias
lacticas. También, al tratarse de estados de maduracién algo mas avanzados que las
verdes, la conservacion se ha realizado bajo aireacién (0,3 litro/hora/litro de
capacidad, en discontinuo, durante 8 h al dia) para evitar la aparicién de posibles

problemas de alambrado (Brenes et al. 1987 )

Las aceitunas se han deshuesado, con objeto de que se dé un perfecto
contacto exterior e interior de la pulpa con la salmuera y se produzca més
rdpidamente el equilibrado de la misma. Posteriormente, se han envasado con una
salmuera en la que se emplea como acidulante 4cido acético (en forma de vinagre)

y se le afiaden los correspondientes productos saporiferos o aromatizantes naturales.

Para este estudio se ha elegido una férmula de alifio "tipo" de entre las 43
mencionadas, que contiene seis de los ocho ingredientes resefiados que se repiten
con mayor frecuencia y, ademds, comino. En la mayorfa de las formulaciones
existentes no se especifican las proporciones de algunos de sus ingredientes, o se
hace de una forma poco concreta; por ejemplo, "tres cucharaditas de ...". No
obstante, en la formulacién empleada, se han establecido las cantidades por Kg de
fruto deshuesado, que se han mantenido a lo largo del estudio y que son los
siguientes:

- Ajos 50 g

-Limén 45 g

- Orégano 1,3 g

- Tomillo 0,15 g

- Laurel 0,20 g

- Comino 0,03 g

- Hinojo 0,1 g

- Sal 4%

- Vinagre de 5° (58 mL por litro de salmuera)

Algunos ingredientes figuran en pequefia proporcién, lo que no excluye la
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posibilidad de que cualquiera de ellos solos, 0 en combinacién con los restantes,

tenga su importancia, sobre todo por aportar el olor penetrante de las especias.

Se ha prestado atencién especial al ajo y al 1imén porque, ademds de figurar
los primeros por el nimero de veces que aparecen en las formulaciones de aceitunas

alifiadas, se encuentran en cantidades mds apreciables que el resto.

3. INFLUENCIA DE LOS ALINOS NATURALES SOBRE LA TEXTURA
DURANTE LA CONSERVACION DE LAS ACEITUNAS.

Se han planteado experiencias con aceitunas de la variedad Hojiblanca en los

tres estados de maduracion indicados: verde, color cambiante y morada.

3.1. Aceitunas verdes (deshuesadas, endulzadas con cambios periédicos

de agua)

El objetivo de esta experiencia es determinar si en fruto verde existen cambios

de textura y su posible causa.

Se han utilizado aceitunas verdes maduras, clasificadas para tener

homogeneidad de tamafio y, después de lavadas, han sido deshuesadas.

La eliminacién del glucésido amargo oleuropeina, también llamado en
términos populares "endulzado”, se ha realizado cubriendo las aceitunas con agua,
con cambios diarios de la misma, durante 8 dias. Transcurrido este tiempo, se ha
adicionado el correspondiente alifio "tipo", y se han mantenido durante 10 dias antes

de iniciar la experiencia de conservacién.
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La salmuera de los frutos alifiados, ya equilibrada, dié los siguientes

resultados analiticos:

pH Acidez libre Acidez combinada %NaCl
3.89 0.46 21.00 2.3

A continuacién los frutos se han distribuido de la siguiente forma:

- En diez frascos de 1/2 galén, que se han conservado en cdmara a 30°C,
para acelerar los posibles procesos de alteracion.
- En dos frascos de 1/2 galén, conservados a 5°C, con objeto de ver el efecto

de una baja temperatura sobre la conservacién.

Se han mantenido hasta 9 meses, tomando muestras a los 3, 5, 6 y 9 meses.

En la tabla 1 se recogen los resultados de textura y en la tabla 2 su
correspondiente andlisis quimico. Se ve claramente que no existen cambios en textura
durante los 3 primeros meses de conservacién, ni a 30°C ni a 5°C. Entre los
primeros frascos existen cuatro (1, 2, 5, 6) en los que su andlisis quimico refleja
bajadas de pH respecto al inicial (3,89) entre 3,39 y 3,57 y subidas de acidez libre
respecto al mismo (0,46) entre 0,74 y 0,80, lo que podria sugerir la presencia de

microrganismos pero, no obstante, no hay cambios de textura.

Avanzando en el tiempo, al tomar muestras a los 5 meses se comprueba que
la textura ha sufrido un notable descenso, especialmente en las conservadas a 30°C,
disminucién que se continia en éstas de forma acusada en los meses sucesivos, no
existiendo diferencias significativas entre frascos. A 5°C, tras esta bajada inicial, la
textura permanece practicamente constante con el tiempo. Por tanto, a partir de aqui

aparecen diferencias significativas con las de 30°C.

A la vista de estos resultados y después de analizar los cambios de pH, acidez



Tiempo de conservacion

Frascos 3 meses 5 meses 6 meses 9 meses
1-30°C 99.1 aA 68.1 bABC '56.9 cA 31.84 dA
2-30°C 95.6 aA 78.1 bC 61.9 cA 29.99 dA
3-30°C 109.5 aA 80.7 bCD 59.6 cA 33.52 dA
4-30°C 107.2 aA 77.9 bCD 55.1cA 32.34 dA
5-30°C 120.1 aA 54.6 bA 54.1 cA --
6-30°C 119.0 aA 74.7 bBC 63.3 cA 41.07 dA
7-30°C 121.6 aA 70.6 bBC 63.7 cA 42.09 dA
8-30°C 117.4 aA 75.6 bC 63.8 cA 39.12 dA
9-30°C 106.6 aA 79.3 bCD 62.3 cA 38.78 dA
10-30°C 117.1 aA 59.6 bAB 57.7 cA 39.85 dA
1-5°C 119.3 aA 91.1 bD 93.1 ¢B 92.60 dB
2-5°C 130.1 aA 94.3 bD 90.6 cB 87.80 dB

Tabla 1.Valores de textura (N/g), en aceitunas verdes alifiadas.

* Valores de textura con la misma letra mindscula no son diferentes significativamente con el tiempo, segiin el test de ANOVA

(©=0,05)

* Valores de textura con la misma letra mayiscula no son diferentes significativamente para un mismo periodo de tiempo, segiin
el test de ANOVA (P=0,05)



Tiempo de conservacion

3 meses 5 meses 6 meses 9 meses

Frascos pH Ac.L Ac.C pH Ac.L Ac.C pH Ac.L Ac.C pH Ac.L Ac.C
1-30°C 3.57 0.75 22.5 3.28 0.95 21.8 3.24 0.92 22.0 3.16 0.90 19.0
2-30°C 3.39 0.75 22.6 3.29 0.92 21.0 3.21 0.91 18.6 3.15 0.89 16.4
3-30°C 3.89 0.47 20.8 3.29 0.72 18.1 3.23 0.69 16.4 3.16 0.67 15.9
4-30°C 3.88 0.51 22.5 3.24 0.84 18.3 3.18 0.88 17.7 3.11 0.82 17.0
5-30°C 3.54 0.74 22.6 3.31 0.88 19.4 3.22 0.88 17.9 3.14 0.88 16.7
6-30°C 3.50 0.80 22.8 3.29 0.92 23.1 3.24 0.66 17.2 3.17 0.68 16.9
7-30°C 3.76 0.52 18.6 3.31 0.81 20.3 3.24 0.77 17.7 --- --- ---

8-30°C 3.84 0.49 19.9 3.22 0.88 18.5 3.19 0.86 16.7 - --- ---

9-30°C 3.79 0.50 18.1 3.26 0.83 18.3 3.22 0.80 16.5 3.13 0.77 14.1
10-30°C  3.89 0.52 22.8 3.24 0.92 20.5 3.21 0.88 18.5 3.14 0.88 16.2
1-5°C 3.94 0.47 23.4 3.76 0.52 20.24 3.70 0.52 18.5 3.73 0.43 16.3
2-5°C 3.95 0.49 21.8 3.70 0.54 19.2 3.65 0.48 16.6 3.65 0.52 15.8

Tabla 2. Anilisis quimico correspondiente a "aceitunas verdes alifiadas"
Ac.L: Acidez libre (gramos de dcido lactico/100mL de salmuera)

Ac.C: Acidez combinada (mequivalentes/litro de 4cido clorhidrico consumido en la valoracion de las sales orgénicas liberadas)
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libre y acidez combinada (tabla 2), se podria pensar que los enzimas responsables de
estos cambios de textura, podrian proceder en parte del desarrollo de
microorganismos, ya que coincide este brusco descenso de la textura del tercero al
quinto mes con una gran subida de la acidez libre y descenso del pH. Sin embargo,
existen una serie de razones que no apoyan el hecho de que realmente sean

mayoritariamente de microorganismos y que son las siguientes:

a) La textura va disminuyendo con el tiempo de conservacion de forma
acusada a 30°C, llegando hasta un 65% de la inicial, a los 9 meses, siendo las
bajadas mds pronunciadas desde el tercero al quinto mes, y del sexto al noveno mes,

mientras que ni el pH ni la acidez libre cambian pricticamente a partir de los cinco

meses.

b) En los frascos almacenados a 5°C se produce, a los 5 meses, un descenso
de textura de 20% aproximadamente, que resulta bastante pronunciado y con poca
diferencia respecto a las conservadas a 30°C (alrededor de un 35%) e incluso no
existen diferencias significativas entre algunos de los frascos de 30°C y 5°C, pese

a que la acidez y el pH son muy distintos entre si.

¢) Entre los frascos conservados a 30°C durante 5 meses, no existen
diferencias significativas de textura (excepto en el frasco 5) a pesar de que, como ya
se coment$ al principio, el pH baja y la acidez libre sube de forma distinta en
algunos de los frascos (tabla 2). En los frascos 1, 2, 5 y 6, el pH medio desciende
desde 3,50 hasta 3,26 (0,24 unidades) y la acidez libre media se eleva desde 0,76 a
0,87 (0,11 unidades); en el resto de los frascos el pH medio varfa desde 3,84 a 3,26
( 0,58 unidades, el doble que el lote anterior) y la acidez sube desde 0,50 a 0,87
(0,37 unidades). A pesar de ello la textura disminuye casi por igual en todos los

frascos.

Como resumen de la experiencia en aceitunas verdes, resulta un hecho

claramenta definido: a partir de cinco meses hay disminucion de textura, con
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diferencias significativas entre 30 y 5°C. Los factores que pueden estar influyendo
pueden ser: a) la presencia de microorganismos productores de enzimas; b) la
presencia de enzimas enddgenos, del propio fruto y/o de los componentes de los
alifios. Los datos resefiados no apoyan, en principio, que sean microorganismos
productores de dcido ldctico. Respecto a los enzimas endégenos del fruto pueden
existir con toda probabilidad, ya que estd comprobada su existencia en aceitunas
(Ferndndez-Bolafios et al., 1955).

3.2 Aceitunas color cambiante y moradas (conservadas en salmuera)

El planteamiento de esta experiencia, a la vista de los resultados alcanzados

en 3.1, comprende los siguientes puntos:

a) Esclarecer la posible influencia de microorganismos: para ello se verd el curso
de la conservacion con y sin la adicién de un antiséptico fuerte (mertiolato).

b) Estudiar la influencia del estado de madurez del fruto: se ensayardn dos estados
de madurez, color cambiante y morado

¢) Establecer la posible influencia de los componentes de los alifios.

Los frutos en estudio estdn previamente conservados en salmuera. Sus
caracteristicas quimicas en el fermentador, antes de ser deshuesados y clasificados

por el tamaiio y color son:

pH Acidez libre Acidez combinada %NaCl
4,44 0,42 58,88 4,52

Estas aceitunas, al estar en contacto con salmuera, han experimentado una
cierta fermentacion, lo que implica una menor disponibilidad de materia fermentable
y un medio mds desfavorable para el desarrollo microbiano. A pesar de todo, se
utilizardn algunos frascos a los cuales se les adiciona un antiséptico fuerte, como el

mertiolato, para evitar el desarrollo de microorganismos.
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También se utilizan algunos frascos control, a los cuales no se les adicionan
los componentes de los alifios, sino inicamente una salmuera acidificada con vinagre,

al igual que el resto.

Los frutos, una vez clasificados, (separando color cambiante y morados) se
alifian segiin la misma férmula tipo ya comentada y, para que estén distribuidos de
una forma homogénea, se han realizado pesadas individuales para cada frasco de 1/2

galén, con un volumen total de 1700 mL de salmuera y 1Kg de aceitunas

deshuesadas.

En total, y para cada estado de madurez, se han preparado:

- 2 frascos conservados a 30°C, con mertiolato (0,05%)
- 2 frascos conservados a 30°C, sin mertiolato
- 2 frascos conservados a 5°C |

- 2 frascos sin alifio

Al tratarse de aceitunas mds maduras se han acortado los periodos de toma
de muestra a 22, 36, 80 y 180 dfas.

En la presentacién de resultados aparecen los valores medios de las
determinaciones de textura y de los andlisis realizados, ya que existe muy poca

diferencia en los replicados.
3.2.1. Aceitunas color cambiante

En la fig. 5 se recogen los resultados sobre los cambios en la textura. Durante
los primeros 20 dias se mantiene sin afectarse en todos los casos, es decir, con y sin
alifio, con y sin mertiolato e incubados a 30°C y 5°C, segtin la experiencia planteada
en 3.2; pero a los 39 dias de conservacién, mientras que lds frascos sin alifio

mantienen su textura inicial, los que lo contienen comienzan a afectarse sin existir
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Fig. 5. Evolucién de la textura en aceitunas color cambiante alifiadas

* Textura inicial: 50,3 N/g
* Valores de textura con la misma letra mimiscula no son diferentes significativamente con el tiempo, segin el test de ANOVA (P=0,05).
Valores de textura con la misma letra mayuscula no son diferentes significativamente para un mismo perfodo de tiempo, segiin el test de ANOVA (P=0,05).
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diferencias significativas entre llevar o no mertiolato,

En las muestras tomadas a los 80 y 180 dias de conservacion se observa que
la textura continia disminuyendo, siendo ese descenso muy suave en las aceitunas
almacenadas a 5°C, como ya sucedia en la experiencia anterior, y continian sin
existir diferencias entre utilizar o no mertiolato bajando, con respecto a la textura
inicial, un 28% a los 180 dias (6 meses) para las conservadas a 30°C. Las aceitunas
envasadas sin alifio experimenta una gran disminucién de textura a los 80 dias que

continia hasta los 180 dias.

De todo lo reseiiado se concluye que el mertiolato no influye a efectos de
textura y que esta estd influenciada por los enzimas de los alifios y por los propios
del fruto ya que son conocidos en la aceituna, en fruto color cambiante, la existencia
de enzimas enddgenos (glicosidasas), asi como una serie de asociados a la pared
(celulasas, poligalacfuronasas y glicosidasas)(Heredia et al. 1992, Ferndndez-Bolafios
et al.,1995).

Como resumen de este estudio se puede indicar:

a) Las aceitunas color cambiante, con y sin mertiolato, mantienen textura andloga,

hecho que indica que no hay accién de microorganismos.

b) Con y sin alifio, no hay diferencia a los 20 dfas. Después, la presencia de alifio

determina cambios de textura respecto a los que no lo tienen.
3.2.2. Aceitunas moradas

A diferencia de lo que ocurre con las aceitunas color cambiante, en las
moradas hay disminucién de textura a los 20 dfas en las conservadas a 30°C, con y
sin mertiolato, existiendo diferencias significativas con las muestra sin alifio y con
las almacenadas a 5°C ( Fig. 6).
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Fig. 6. Evolucién de la textura en aceitunas moradas alifiadas

* Textura inicial: 44,1 N/g
 Valores de textura con la misma letra mimiscula no son diferentes significativamente con el tiempo, segin el test

de ANOVA (P=0,05).

Valores de textura con la misma letra mayiscula no son diferentes significativamente para un mismo periodo de tiempo, segin el test de ANOVA ®=0,05).
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A los 39 dias de conservacién la textura a 30°C sigue disminuyendo, siendo
la bajada algo mds acusada a los 80 dias, con un 25% respecto a la inicial, y a partir
de aqui se mantiene practicamente con idénticos valores a los 180 difas, sin existir
diferencias en los frascos con y sin mertiolato, lo que muestra la evidencia de que
los componentes de los alifios estdn afectando a la textura del fruto. Las aceitunas
que han sido envasadas sin alifio, siguen una evolucién con €l tiempo similar a los
de color cambiante, aunque en estas ultimas la disminucién comienza a los 39 dias

de almacenamiento.

La experiencia refleja que, al igual que en color cambiante, no existe

diferencia de textura por efecto del mertiolato.

En definitiva, se puede resumir que se reproducen las conclusiones indicadas

en color cambiante, con la diferencia de que se acelera el proceso.

3.2.3. Anilisis quimico.

En las tablas 3 y 4 aparecen los resultados obtenidos en cuanto a la evolucién
del pH, acidez libre y acidez combinada, para color cambiante y morada,

respectivamente.

En las aceitunas envasadas sin alifio, se observa que el comportamiento para
ambos tipos es idéntico, bajando el pH muy suavemente desde 4,0 a los 20 dias de
conservacién hasta 3,70 a los 180 dias, sin que la acidez libre cambie. El descenso
de pH se explica por la disminucién de la acidez combinada, disminuyendo su efecto
tampén por la dilucién de la salmuera. Por lo tanto, en estas aceitunas envasadas sin
alifio parece que los enzimas responsables de los cambios de textura son los

enddgenos del propio fruto.

En una experiencia posterior, que se comentard mds adelante (Apartado 5),



Tiempo de conservacion

20 dias 39 dias 80 dias 180 dias
Frascos* pH Ac.L Ac.C pH Ac.L Ac.C pH Ac.L Ac.C pH Ac.L Ac.C
30°C-M 4.04 0.49 35.7 3.91 0.50 29.4 3.79 0.50 25.5 3.76 0.52 23.7
30°C 4.00 0.53 35.5 3.98 0.55 29.3 3.77 0.51 23.7 3.72 0.46 22.0
5°C 3.98 0.49 35.2 3.97 0.49 29.2 3.92 0.49 27.8 3.93 0.58 26.2
Sin Alifio 4.01 0.49 27.5 3.81 0.48 20.8 3.69 0.49 19.8 3.70 0.49 17.2

Tabla 3. Andlisis quimico correspondiente a "aceitunas color cambiante alifiadas"

*Valores promedios correspondientes a las determinaciones de dos frascos.
Ac.L: Acidez libre ( gr de dcido ldctico / 100mL de salmuera)

Ac.C: Acidez combinada ( mequivalentes/ litro de 4cido clorhidrico consumidos en la valoracin de las sales orgdnicas liberadas)



Tiempo de conservacién

20 dias 39 dias 80 dias 180 dias
Frascos* pH Ac.L Ac.C pH Ac.L Ac.C pH Ac.L Ac.C pH Ac.L Ac.C
30°C-M 3.90 0.53 34.1 3.84 0.55 28.8 3.84 0.52 28.4 3.71 0.54 24.7
30°C 3.94 0.60 34.1 3.86 0.57 29.9 3.82 0.50 27.2 3.68 0.64 23.4
5°C 3.96 0.56 33.2 --- --- --- 3.83 0.52 25.6 3.85 0.57 22.3
Sin alifioc  3.96 0.47 25.4 3.85 0.49 22.6 3.69 0.49 19.15 3.68 0.53 18.9

Tabla 4. Anilisis quimico correspondiente a "aceitunas moradas alifiadas”

* Valores promedios correspondientes a las determinaciones de dos frascos.
Ac.L: Acidez libre (gr de 4cido 14ctico/100 mL de salmuera)
Ac.C: Acidez combinada (mequivalentes /litro de 4cido clorhidrico consumido en la valoracién de las sales orgdnicas liberadas)
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se confirma que la evolucion de la textura y de los andlisis quimicos se reproducen
casi de forma idéntica utilizando las mismas aceitunas maduras conservadas en
salmuera y envasadas sin alifio, con un desfase de 2 meses, lo cual muestra que los

enzimas enddégenos de las aceitunas son los responsables de los cambios de textura.

Para el resto de frascos envasados con el alifio, a 30°C o a 5°C, la evolucién
de los parémetfos quimicos es muy parecida a la que no contienen alifio. Su
mayordiferencia es el valor mds elevado de acidez combinada, mds alta en el caso
de envasar con el alifio, debido sin duda, al aporte de los de las sales orgdnicas
presentes en estos ingredientes (ajo, limén etc) y que van a ayudar al efecto tampoén,
con lo cual la evolucién del pH con el tiempo, sin cambios en acidez libre, es mds

suave que en los frascos sin alifio.

A la vista de estos pardmetros, se puede decir que uno de los principales
responsables de los cambios de textura son los enzimas procedentes de los
componentes de los alifios (ajo, limdn, etc) capaces de solubilizarse en el medio y

actuar sobre las aceitunas.

3.3 Influencia del estado de maduracién

Si comparamos los valores de textura con el estado de maduracién en las tres
experiencias realizadas (tabla 1 y figuras 5 y 6), se observa que la textura inicial en
aceitunas verdes es casi el doble de la de color cambiante y ésta, a su vez, algo
superior a la de las moradas. También se comprueba que en estas tltimas la textura
sufre una disminucién de un 25% respecto a la inicial a los 2,5 meses de
conservacién para mantenerse hasta los 6 meses, practicamente constante, mientras
que en las verdes, no ocurre una disminucion andloga hasta los 5 meses, para ir
posteriormente disminuyendo hasta alcanzar, a los 9 meses, valores de textura
similares a los otros dos estados de maduracién a los 6 meses. Todo ello indica que

los enzimas responsables de estas pérdidas de textura, actdan en todos los estados de
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maduracién, diferencidndose s6lo en el tiempo. Cuando el grado de maduracion del

fruto es mayor, la influencia de los enzimas, sobre la textura se aprecia mucho antes.

Como conclusion, las causas de esta mayor facilidad de cambio de textura

se explican:

a) por el mayor aporte de enzimas endiégenos
b) por el aporte de los enzimas de los alifios
¢) porque la pared estd cambiando, facilitando su accesibilidad a los

enzimas.

Al ser mds avanzado el estado de maduracion, la pared celular es mds
susceptible a la accién enzimdtica. Es un hecho totalmente comprobado por nuestro
Grupo de investigacion que a medida que avanza la maduracion de la aceituna, hay
una disminucion de peso molecular en polisacdridos, lo que determina una mds fdcil
accesibilidad.

4. ESTUDIO DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

En este apartado se estudian los enzimas hidroliticos presentes en los
principales constituyentes de los alifios empleados (ajo, limén) que pueden ser
responsables de los cambios de textura del fruto. Basados en la amplia experiencia
que existe en el Instituto de la Grasa sobre la accién de estos enzimas en aceitunas
(Castillo et al.1978, Heredia et al. 1992,1993) se han estudiado celulasas,

poligalacturonasas y glicosidasas.
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4.1 Condiciones éptimas para las medidas de celulasas, poligalacturonasas

y glicosidasas.

La actividad enzimdtica estd condicionada por diferentes factores, tales como,
pH, temperatura, tiempo de actuacién, concentracién de sustrato, etc. Por ello,
resulta primordial conocer cuales-son las condiciones Sptimas para el desarrollo de

las reacciones catalizadas por los enzimas que se desean estudiar.

Las medidas de las actividades, tanto de celulasas como PGasas, se han
realizado por métodos viscosimétricos, utilizdindose como sustrato un derivado
soluble de celulosa, la carboximetilcelulosa (CMC) para la celulasa y la pectina de
limén para la PGasa.

Aunque en los ensayos se han seguido las condiciones previamente
establecidas para los enzimas de aceitunas (Heredia et al. 1992, Ferndndez-Bolafios
et al. 1995) y que se recogen en el apartado de Materiales y Métodos, para
determinar cudl es la concentracién de sustrato mds adecuada para las medidas de
actividad, se han realizado ensayos con cantidades crecientes de sustrato utilizando

un extracto de ajo como fuente de enzima.

Para que se cumpla la ecuacién de Michaelis-Menten, la relacion entre

-3,66

viscosidad intrinseca [n ]°°° y tiempo de incubacién debe ser lineal y la pendiente

de la recta tiene que disminuir a medida que aumenta la concentracién de sustrato.

Para las celulasas (Fig. 7) , se comprueba que existe linealidad a partir de
2 y hasta 24 horas de incubacién, para todas las concentraciones de sustrato
ensayadas. Sin embargo, la segunda condicién de la ecuacién de Michaelis-Menten

sdlo se cumple concentraciones de CMC entre 0,65 y 0,75%.

Esto mismo se comprueba si se expresa la actividad en Unidades de actividad
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relativa (B) por hora (UB/h) al transformar la viscosidad intrinseca (apartado 5.1.
de Materiales y Métodos). Los valores de UB/h aumentan con la concentracién de
sustrato (Cs) hasta mantenerse constante para concentraciones de 0,65y 0,75%.

Es por todo ello por lo que se pueden elegir las concentraciones de 0,65 6
0,75% aunque, con objeto de que el enzima posea sustrato suficiente para poder
actuar siempre se elige la mds alta, en este caso 0,75%. También se han ensayado
algunas concentraciones superiores aunque no resultaron iitiles desde el punto de vista

préctico.

Para la PGasa (Fig. 8) la relacién entre [7]%% y el tiempo es lineal par
concentraciones de sustrato de 0,4 a 0,7%, desde 1 hora hasta las 7 horas de
incubacién, disminuyendo la pendiente de la recta a medida que aumenta la

concentracion de sustrato.

Para las medidas de las actividades de glicosidasas (a-, y B-galactosidasa, a-
arabinosidasa, B-glucosidasa) se han utilizado las condiciones de pH, concentracién
de sustrato, etc, previamente establecidas para aceituna (Heredia et al., 1992),
habiéndose comprobado que las actividades enzimdticas presentes en las muestras
objeto de estudio estdn dentro de su rango de andlisis y existiendo relacién lineal
entre velocidad de reaccidn y concentracién de enzima, al menos hasta los 30
minutos de incubacién. También se ha establecido que las temperaturas éptimas de
actuacién para la a- y B-galactosidasa es de 55°C y para la a-manosidasa y la -
glucosidasa de 40°C.

4.2. Preparacién del extracto enzimdtico a partir de la salmuera que

contiene el alifio.

Teniendo en cuenta la dilucién en que se encuentran los enzimas presentes en

una salmuera de aceitunas alifiadas, la concentracién de dicha salmuera (4% deNaCl)



80

Viscosidad intrinseca

0123 456 7 23
Horas

Fig. 8. Actividad de celulasa de ajo expresada como viscosidad intrinseca 73%, en funcién del tiempo



69

y su elevada acidez, debido al vinagre, ha sido necesario utilizar una técnica que
permita, ademds de concentrar los enzimas, poder trabajar en el tampén adecuado.
Por ello, se han empleado los concentradores "Macrosep” que son unos tubos de
centrifuga provistos de membranas de ultrafiltracién con un corte de peso molecular
10.000, que concentran y desalan en una misma operacién de centrifugacion,
permitiendo que el solvente y moleculas de bajo peso molecular pasen a través de la

membrana y las biomoléculas mayores de 10.000 queden retenidas.

Este sistema ha permitido intercambiar el tampén cuantas veces sea necesario

y ensayar los enzimas en el tampdn que se desee.

4.3. Aporte de los enzimas de ajo y limén a las salmueras.

Se va a estudiar la presencia y actuacion de los enzimas de los alifios sobre
la pared celular y su capacidad para salir ai medio y permanecer activas a lo largo

de la conservacion.

Para este estudio se han planteado dos experiencias, la primera para ver si

realmente salen al medio y la segunda para comprobar su comportamiento con el
tiempo.

En una primera experiencia, se han ensayado las actividades de celulasas,
PGasas y glicosidasas presentes en los extractos concentrados, obtenidos a partir de
las salmueras de dos frascos de 1/2 gal6n (tras 21 dias de conservacién), preparados
con una salmuera del 4% y 116 mL de vinagre, de 6° de acidez, por frasco, a los
que se le afiade ajo, limén y el resto de los componentes de la férmula del alifio,
uno de ellos con mertiolato (Frasco 1) y otro sin él (Frasco 2). Las actividades, se
han comparado con las de salmueras preparadas de forma idéntica, con (Frasco 3)
y sin mertiolato (Frasco 4), pero con la dnica diferencia de no llevar ajo como

componente de los alifios.
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Los resultados obtenidos (Tabla 5) indican que para la celulasa y PGasa no
existen diferencias entre las actividades encontradas en las salmueras de los frascos
con y sin mertiolato. También se observa que las actividades determinadas son
semejantes tanto en los extractos con ajo (Frascos 1 y 2) como sin €l (Frascos 3 y
4), tras 21 dias de conservacién a 30°C, lo cual indica que no es el ajo el
responsablé principal de las actividades y que la mayor parte proviene de otros

componentes de los alifios, fundamentalmente el limén.

Otro hecho que apoya definitivamente lo expuesto anteriormente es el
siguiente: en las salmueras de alifio se encuentran actividades de 5600 y 15000
UB/50 g de ajo, para celulasas y PGasas, respectivamente; sin embargo en un
extracto de ajo las actividades son mucho mds bajas: 478 y 8190 para Celulasas y
PGasas, respectivamente. Se deduce claramente que la mayor parte de la actividad
de celulasa no corresponde al ajo. Respecto a la PGasa, la actividad del extracto
sigue siendo igual con ajo como sin €l (puede ocurrir que no sean capaces de salir
al medio, o que se encuentren inhibidas por las condiciones de pH y sal) y por tanto,
la actividad de PGasa tampoco se debe al ajo.

Tras realizar ensayos con sustratos correspondientes a distintos tipos de
glicosidasas, s6lo se ha detectado actividad de a- galactosidasa, en los extractos
concentrados de salmuera de las distintas preparaciones a los 21 dias de
conservacion. Si se analizan las actividades obtenidas (Tabla5) se observa que las de
los frascos 1y 2 con todos los componentes de los alifios son superiores a los 3 y 4
sin ajo, con lo que se comprueba que casi toda la actividad de a-galactosidasa

proviene del ajo.

En la segunda experiencia, se ha determinado la actividad de celulasas,
PGasas y glicosidasas de forma similar a la anterior, a partir de los extractos
concentrados de salmuera pero tomando muestras sucesivas en cortos periodos de
tiempo a lo largo de la conservacion, con objeto de comprobar su facilidad de salida
al medio. Para ello, se han preparado 4 frascos de 1/2 galén, con salmuera al 4%



Componentes de los alifios

Ajo-limén Limén Ajo triturado Ajo
1 dfa 20.6 71.7 35.7 10.6
7 dia 49.5 51.7 72.5 38.5
14 dias 71.1 83.0 80.1 71.8

Tabla 5. Actividades de celulasa ( unidades de actividad relativa (UB/mL)
presentes en la salmuera preparadas con los distintos componentes de los
alifios y, su evolucién con el tiempo.

Cada valor represents la media de dos determinaciones. CV:10%
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-Frasco 1: 45 g de limé6n

-Frasco 2: 50 g de ajo troceado

-Frasco 3: 50 g de ajo triturado

-Frasco 4: 50 g de ajo troceado y 45 g de limén

En las tablas 5 y 6 se muestran los resultados obtenidos, de forma que
aparecen las actividades de los tres enzimas ensayados en todos los extractos

concentrados, en un mayor o menor grado, desde el primer dfa de su preparacion.

Analizando la evolucién de los enzimas con el tiempo en cada uno de los

extractos se puede observar:

a) la actividad de celulasa (tabla 5) para los frascos con ajo y ajo triturado
va aumentando progresivamente desde el primero hasta el dia 14, siendo el aumento
mds brusco durante los siete primeros dias. Cuando el ajo estd triturado, los enzimas
salen al medio rdpidamente, mientras que cuando los trozos son mayores encuentran
mds resistencia llegando, sin embargo al cabo de los 14 dias, a no existir
practicamente diferencias entre las actividades de ambas preparaciones. En definitiva,
las celulasas salen al medio con mds facilidad cuando el ajo estd triturado y mds
lentamente cuando estd troceado.

Si se analizan los resultados en los extractos concentrados de ajo-limén y se
compara con los del ajo y del limén por separado, se encuentra que ya en el primer
dia de su preparacion aparece en el extracto de limén una actividad 7 veces superior
al del ajo y 3,5 veces superior al del ajo-limén, lo cual puede resultar contradictorio,
puesto que tedricamente en el extracto ajo-limén deberia estar la actividad
correspondiente a los enzimas del ajo y a los del limén: pero esto no se cumple
tampoco a lo largo del tiempo de conservacién. Por lo tanto, debe existir un
componente del ajo o del limén con capacidad de inhibir a las celulasas del limén o

del ajo, respectivamente.
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Planteado de esta forma, y poniéndose en dos casos extremos, si se considera
que el ajo actua en un 100%, la celulasa del limén quedaria inhibida, por algun
compuesto existente en el medio, en un 86%, 78% y 100%, en los dias 1, 7y 14,
respectivamente. El otro extremo es la posibilidad de que no sean las celulasas del
ajo sino las procedentes del limdn las que actuen en un 100% en el frasco ajo-limén,
en cuyo caso los enzimas del ajo quedarian inhibidos en un 100%, por alguna
sustancia procedente o no del limén, en las tres medidas ensayadas, lo que tampoco
resulta coherente, teniendo en cuenta que en las preparaciones con ajo aparece la

actividad desde el primer dia y va aumentando con el tiempo de conservacion.

b) La actividad de poligalacturonasa (tabla 6) va aumentando
progresivamente tanto en las preparaciones de ajo como en las de limén, indicativo
de que van saliendo al medio, poco a poco, hasta llegar a un méximo a los 14 dias.
(para las de ajo triturado casi toda las PGasas salen al medio en 7 dias para

posteriormente disminuir notablemente).

Andlogamente a lo que ocurre con las celulasas, en las preparaciones de ajo-
limén la actividad de PGasas no es la que cabria esperar considerando la suma de la
actividad del ajo ‘y del limé6n. Aunque desde el primer dia la actividad de ajo-limén
es similar a la del limén, el ajo también posee actividad. Por tanto, si se hace un
planteamiento andlogo al anterior, considerando que el ajo actda en un 100%, las
PGasas del lim6n quedarian inhibidas un 56%, a los 7 dfas un 55% y a los 14 dias
un 76%. La otra posibilidad extrema, que la actividad del frasco ajo-limén fuera
debida en un 100% al limén implicaria, ademds de que el ajo estuviera inhibido en
un 100%, que las PGasas del limén también presentaran cierto grado de inhibicion,

lo que resulta ciertamente extraiio.

¢) La actividad de a-galactosidasa (tabla 7) es muy superior en el extracto



Componentes de los alifios

Ajo-limén Limén Ajo triturado Ajo
1 dia 70.8 69.4 448 40.2
7 dias 137.6 326.1 225.1 49.8
14 dias 160.0 365.3 95.7 73.0

Tabla 6. Actividades de poligalacturonasas (unidades de actividad relativas
(UB/mL) presentes en las salmueras preparadas con los distintos componentes

de los alifios y su evolucién con el tiempo.

Cada valor representa la media de dos determinaciones, CV:10%



Componentes de los alifios

Ajo-Limén Limén Ajo triturado Ajo
1 dia 0.81 0.043 2.4 0.81
7 dia 0.91 - 2.7 1.21
14 dia 0.39 --- 1.5 0.77

Tabla 7. Actividades de a-galactosidasa (n-Kat/mL) presentes en las salmueras
preparadas con los distintos componentes de las alifios y su evolucién con el

tiempo.
Cada valor representa la media de dos determinaciones, CV:10%
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de ajo triturado que en el resto, ya desde el primer dia de su preparacion,
presentando mds dificultad para acceder al medio cuando el ajo estd en trozos. En
la preparacién con limé6n pricticamente no se detecta actividad, (sélo hay indicios en
el primer difa, y se puede considerar nula en comparacién con la obtenida en los otros
extractos). Por tanto, se considera que la actividad de a-galactosidasa, en las
preparaciones ajo-limén no es debido al limén, sino a los enzimas procedentes del
ajo. Este hecho queda corroborado si se tiene en cuenta, ademds, que las actividades

de los extractos ajo-limén son similares a los del ajo.

También resulta de interés resaltar que en las preparaciones con ajo, ajo-limén
y ajo triturado, el méximo de actividad de a-galactosidasa aparece a los 7 dfas de su
preparacioén, aunque ya desde el primer dia se encuentra en el medio una actividad
que representa casi €l 70% para la del ajo y un 90%, aproximadamente, para el ajo
triturado y ajo-limén, de lo que se llega a obtener a los 7 dias. Posteriromente, a los

14 dias, la a-galactosidasa se inactiva.

5. INFLUENCIA DEL AJO Y DEL LIMON EN LAS PERDIDAS DE
TEXTURA DE ACEITUNAS ALINADAS.

Esta experiencia se ha planteado para comprobar el efecto de los enzimas,
una vez salidos al medio, sobre la textura de aceitunas. También se ha investigado
cual de los dos componentes, ajo o limon, es el principal responsable del aporte de

los enzimas causantes de las pérdidas de textura.
El estudio se ha realizado con las aceitunas moradas conservadas en salmuera,
las mismas que una experiencia anterior (apartado 3.2.3), pero con dos meses de

diferencia, habiéndose comprobado que no ha cambiado la textura.

Se ha realizado un envasado con limén, otro con ajo y un tercero con una
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mezcla de ajo y limén, todos en la misma proporcién que la utilizada en las
experiencias anteriores. También se emplea un control sin alifio, envasando las

aceitunas Unicamente con una salmuera acidificada con vinagre.

En la figura 9 se representan los resultados de la evolucion de la textura con
el tiempo para las aceitunas conservadas, en todos los casos, a 30°C . Se puede
observar c6mo, en el caso de las envasadas sin alifio, la evolucién de la textura y de
los pardmetros quimicos son casi idénticos a la que tenfa lugar en una experiencia
anterior con las aceitunas moradas, siendo posiblemente los enzimas endégenos del
propio fruto, que se activan en estas condiciones de pH, sal y temperatura, los

responsables de estos cambios de textura, como ya se comentd anteriormente.

Por otro lado, a los 30 dias de la preparacién de los alifios, aunque no se
encuentran diferencias significativas entre los valores de textura de los distintos
blancos alifiados (ajo, limén o ajo-limén) si existen diferencias estadisticamente
significativas con la textura de las aceitunas envasadas sin alifio, que es indicativo de

que tanto el ajo como el limén poseen enzimas que provocan pérdida de textura en
las aceitunas.

Posteriormente, al cabo de 66 dias de conservacién, aunque ya no se aprecian
diferencias entre la textura de aceitunas alifiadas y no alifiadas, se observa que las
alifiadas exclusivamente con ajo sufren una disminucién de textura con €l tiempo
mds acusada que las alifiadas con ajo-limén o s6lo con limén. Esto apoya los
estudios realizados anteriormente sobre las actividades enzimdticas de los
componentes de los alifios (Tabla 8), siendo las actividades de los extractos
procedentes del limén y del ajo-limén m4s alios al comienzo, sobre todo las PGasas
(Tabla 6), que las preparadas exclusivamente con ajo, para posteriormente igualarse

mucho, como las celulasas (Tabla 5), y seguir liberdndose poco a poco los enzimas
del ajo.

Al igual que la textura, la evolucién de los pardmetros quimicos (Tabla 9) es
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Fig. 9. Efecto del ajo y del limén sobre la textura de aceitunas moradas y alifiadas

* Textura inicial 43,9 N/g

* Valores de textura con la misma letra mintscula no son diferentes significativamente con el tiempo, segtin el test de ANOVA (P=0,05).

Valores de textura con la misma letra maytiscula no son diferentes significativamente para un mismo periodo de tiempo, segin el test de ANOVA P=0,05).




Enzimas

Frascos Celulasas PG-asas
(UB/mL) (UB/mL)
1 3.29 + 0.24 7.20 + 0.23
2-Mert. 3.31 + 0.58 9.14 + 0.18
3* 3.35 £ 0.56 8.88 + 0.14
4-Mert.* 3.30 + 0.31 9.77 £ 0.71

a-galactosidasa
(n-Kat/mL)

0.079 + 0.003
0.033 + 0.001
0.024 + 0.003
0.017 + 0.001

Tabla 8.Actividades enzimdticas en los extractos concentrados de salmueras

en las preparaciones de los alifios, con y sin ajo.
Cada valor representa la media de dos determinaciones , CV: 10%

*Sin ajo en su elaboracién
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casi idéntica a los de la experiencia anterior realizada con aceitunas moradas (Tabla

4), hasta los 66 dias en las aceitunas alifiadas y hasta los 120 dias en las no alifiadas.

6. INFLUENCIA DE LA SAL EN LA EXTRACCION DE LOS ENZIMAS Y pH
OPTIMO DE ACTUACION.

Puesto que tanto el ajo como el limén son los componentes mayoritarios de
la férmula de alifio utilizada a lo largo de este trabajo y en vista de que se han
detectado actividades enzimdticas en las salmueras de estas preparaciones, resulta de
gran interés realizar una caracterizacién de estos enzimas, estudiando los efectos de

la sal en la extraccién y el del pH al final de la mezcla de reaccion.

Se estudia por separado la incidencia de estos dos pardmetros, distinguiendo

a su vez entre ajo y limén.
6.1. Estudio de celulasa, poligalacturonasa y glicosidasas en ajo

Los extractos enzimdticos de ajo se han preparado en la proporcion de 10 g
de ajo y 25 mL de tamp6n acético/acetato 0,05 M, pH 5,5, resultando en el extracto
un pH final de 5,75 unidades.

6.1.1. Efecto de la sal.

Los ensayos con celulasas se han realizado con dos extractos de distinto
origen, en un intervalo de concentracién de NaCl del 0 al 7%, para un pH de

extraccion de 5,5 unidades.

Los resultados se muestran en la figura 10, en la que se aprecian dos
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Fig. 10. Efecto de la sal en celulasa de ajo



83

méximos de actividad, a concentraciones de NaCl de 1-1,5% y 5-7%,
respectivamente. También aparece un efecto inhibidor de la sal a valores entre €l 2-
3%.

La poligalacturonasa se ha ensayado en un intervalo de concentracién de
NaCl de 4-9%; no se resefian datos entre 0 y 4% debido a problemas de gelificacion
de la mezcla enzima-sustrato como consecuencia de la desesterificacién de la pectina
por pectinmetilesterasa, pese a que el extracto enzimdtico se ha incubado a 40°C
durante un periodo de 48 horas, que en otros ﬁroductos consigue inactivar este
enzima (Bell et al., 1950).

Las actividades se muestran en la figura 11 observdndose que va aumentando
hasta valores del 9% de NaCl en la extracién, andlogamente a lo que ocurre en las

celulasas en el intervalo de 5-7% de NaCl estudiado.

En cuanto a las glicosidasas, la a-galactosidasa (Fig. 12), que presenta en
el ajo una actividad 15 veces superior al resto de glicosidasas, aumenta de forma
brusca hasta una concentracién de NaCl del 2%, y a partir de aqui de forma mads
suave hasta el 7%.

La B-galactosidasa (Fig. 13) presenta una ligera subida de actividad al utilizar
entre el 1-2% de NaCl y a continuacién permanece practicamente constante con el

aumento de concentracién de sal.

La a-arabinosidasa y la B-glucesidasa (Fig. 14) presentan una mayor
actividad en ausencia de sal, produciéndose una notable disminucién a partir de

concentraciones tan bajas como 0,5% de sal.
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Fig. 11. Efecto de la sal en poligalacturonasa de ajo
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6.1.2. Efecto del pH.

Los sustratos se han preparado con un tampén citrico 0,1 M/fosfato 0,2 M,

para que en la mezcla enzima-sustrato resulte un pH final entre 3,5 y 7 unidades.

Puesto que hay notable actividad de todos los grupos de enzimas para una
concentracion de NaCl del 7%, los estudios de pH se han realizado a partir de los
extractos preparados con esta concentracion de sal, afiadida en el momento de la

extraccion.

Las celulasas (Fig. 15) presentan un mdximo de actividad a pH 7,0 y un

minimo a pH 35,5.

Las poligalacturonasas (Fig. 16), a diferencia de las celulasas, presentan un
mdximo a pH entre 5,5 y 6,0, seguida de una disminucién brusca de actividad para
valores de pH mds altos. Este mdximo coincide ademds, con el pH 6ptimo de

actuacion encontrado para las PGasas de la aceituna (Castillo et al. 1978).

La actividad de a-galactosidasa (Fig. 17) también es médxima para valores

de pH de 6,0, presentando ademds otro mdximo algo mds pequefio a pH 4,0.

La B-galactosidasa (Fig. 18) y la a-arabinosidasa (Fig. 19) presentan un
mdximo a pH 4,0 mientras que la B-glucosidasa (Fig. 19) lo presenta a valores de
pH de 4,5 unidades. Todos estos pH 6ptimos de las glicosidasas coinciden con los
de las aceitunas, cuyas actividades son madximas a pH comprendidos entre 4,3 y 5,3
(Heredia et al. 1993).

6.2. Estudio de celulasas, poligalacturonasas y glicosidasas en limén.

Para la determinacién de las actividades enzimdticas en limén se han
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preparado extractos enzimdticos de limén con la peculiaridad de que se han estudiado
tanto en la pulpa como en la cdscara de dicho fruto. Para ello se han preparado
extractos de pulpa (20 g/50 mL de H,0) y de cdscara (10 g/50 mL de H,0).

En la preparacion de los extractos de pulpa aparecieron problemas de
gelificacién debido al pH de extraccién (del orden de 2,5 y 3) y, por consiguiente,
las extracciones se han realizado con H,O desionizada, a pH a 5,5 (por adicién de
KOH 1M) (Burn, 1990).

Los ensayos se han llevado a cabo con dos extractos de limén de distinto
origen, con el fin de comprobar si las actividades obtenidas son realmente debidas
al limén o si varfan de un tipo de limé6n a otro. Los resultados obtenidos han sido

similares en todos los casos.

6.2.1. Estudio de enzimas de la pulpa de limén.

6.2.1.1. Efecto de la sal.

La actividad de celulasas de la puipa de limén - en las condiciones de
extraccién ensayadas, pH 5,5 y concentraciones de NaCl de 0 a 7% - aparecen
recogidas en la figura 20. Se pueden apreciar, como ocurria en el ajo, dos méximos,
(1% y 7% de sal), siendo el segundo algo inferior. Igualmente, se observa una

actividad minima para una concentracién de NaCl del 3%.

La poligalacturonasa (Fig. 21) presenta un maximo de actividad a
concentracion de NaCl del 2%, seguidamente disminuye hasta una concentracién del

5% y posteriormente experimenta una ligera subida con un 6% de sal.

De las glicosidasas ensayadas s6lo se han detectado en la pulpa de limén la
a y B-galactosidasa, que son las mismas que se encuentran en el jugo de las

vesiculas de una variedad de naranjas de Valencia (Burn, 1990), aunque las de la
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pulpa de limén son unas 100 veces mds activas.

La a-galactosidasa (Fig. 22) procedente de los dos extractos de limén
ensayados, presenta un mdximo de actividad a concentraciones de 2-4% de NaCl, el
primero y de 1% en el segundo, para posteriormente inactivarse a mayores

concentraciones.

La B-galactosidasa (Fig. 23) presenta una evolucién fluctuante. Manifiesta
su actividad a concentraciones 0,5-1% de sal, disminuye seguidamente a
concentraciones superiores, aunque se recupera levemente a 4-5% para inactivarse
finalmente con 7% de sal.

6.2.1.2. Efecto del pH.

Las experiencias se han realizado en una concentracién de 20 g de pulpa en
25 mL de H,O, con una concentracién de NaCl del 1%. El pH final de la mezcla

enzima-sustrato varia desde 3,5 hasta 7,0.

Para cada enzima se han realizado dos experiencias paralelas que difieren en
la procedencia de los limones utilizados. Los resultados obtenidos muestran unos

perfiles de actividad muy parecidos para ambas experiencias.

La actividad de celulasa (Fig. 24) es muy alta a pHs muy bajos,
observandose un minimo a pH entre 5,2-5,7 y una posterior subida por encima de
6,0 unidades.

El desarrollo de actividad de poligalacturonasa (Fig. 25) es muy similar al
comentado para celulasa, aunque se produce un minimo mds pronunciado a un pH

de 4,6 y una subida mds suave a partir de 5,0 unidades.

Los estudios de actividad de las glicosidasas de la pulpa de lim6n se han
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realizado desde pH 2,5 hasta 7. La a-galactosidasa (Fig. 26) posee un mdximo de
actividad a pH 4,5-5,0, que coincide con los 6ptimos de a-gal I ya-gal II purificadas
de la pulpa de naranjas (Burns, 1990). También se detecta un segundo pico de
actividad a pH 6,0, para ser totalmente inactiva a valores de pH de 3,0 y de 6,5. La
B-galactosidasa (Fig. 27) aumenta mucho su actividad en el paso de pH 3,0 a 3,5,
observdndose un maximo a pH 4,0, que coincide con el 6ptimo de la B-gal II aislada
de la pulpa de naranja (Burns, 1990). Al seguir aumentando el pH, se producen dos

perfiles de actividad distintos, dependiendo del limén utilizado en los ensayos;
mientras que en uno se inactiva s6lo parcialmente hasta valores de 5,5, en el otro se

inactiva totalmente, apareciendo en ambos un segundo méximo a pH de 6,5.

6.2.2. Estudio de enzimas de la cdscara de limdn.
6.2.2.1. Efecto de la sal.

Los méximos de actividad de celulasas (@ 1,5% y 7% de sal,
respectivamente), procedentes de la cdscara de limén (Fig. 28), son idénticos a los
que se obtienen para los de la pulpa, e incluso para los del ajo. Igualmente, existe
un minimo de actividad, para concentraciones de sal del 3%, con la diferencia
respecto a las de pulpa o las del ajo, de que las actividades son muy superiores a

cuando no se utiliza NaCl en 1a extraccion.

Por los problemas de gelificacién en la mezcla enzima-sustrato, ya resefiados,

no se ha determinado la actividad de PGasa.

Los perfiles de actividad de glicosidasas, en funcién de las distintas
concentraciones de sal ensayadas (0-7%), se muestran en las figuras 29 y 30. Se
puede comprobar que la actividad de a-galactosidasa se va incrementando a medida
que lo hace la concentracién de NaCl, observdndose una subida brusca hasta

concentraciones del 2-3%, que se continua de forma mucho mds suave hasta el 7%,
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coincidiendo su perfil de actividad con el obtenido para las a-galactosidasas del ajo
y siendo algo diferente que el de la pulpa de limén.

La extraccién de la B-galactosidasa (Fig. 30) también se favorece con la
adicion de sal, aunque en este caso la subida de actividad tiene lugar de forma mucho
mds suave hasta concentraciones del 2% permaneciendo, ademds, practicamente

constante a partir de esta concentracion.
6.2.2.2. Efecto del pH.

Los ensayos se han realizado utilizando 10 g de cdscara de limén en 25 mL
de H,0O, ajustando el pH a 5,5 con KOH 1 M, trés la adicién de NaCl del 7%. Con
objeto de estudiar el efecto del pH en la mezcla final, en el intervalo de 2,5 a 7,0

unidades, se han preparado los correspondientes sustratos préximos a esos valores
de pH.

La actividad de celulasa es muy alta a bajos valores de pH (Fig. 31), de
forma andloga a la de la pulpa de limén, produciendose un brusco descenso en la

misma a pH por encima de 3,0 unidades.

La actividad de a-galactosidasa (Fig. 32), va aumentando a medida que lo
hace el pH, apreciandose un médximo a pH 6,5, y siendo su perfil de actuacién

practicamente idéntico al que se obtenia para la a-galactosidasa del ajo.

La B-galactosidasa (Fig. 33) presenta un mdximo de actividad a pH 4,5,
mucho mds préximo al de la pulpa de limén que al del ajo, e incluso al obtenido

para la B-galactosidasa de aceituna (Heredia et al 1993).
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6.3. Resumen de la caracterizacién de estos enzimas.

En relacion al efecto de la sal sobre la extraccién y actuacion de estos
enzimas hay que destacar algunos aspectos que son comunes a algunos de los
enzimas tanto del ajo como del limén y que pueden tener importancia en su efecto

sobre las aceitunas alifiadas.

En general, la sal puede producir una drdstica disminucién de actividad a
medida que aumenta su concentracién o, lo que es lo mismo, a medida que aumenta
la fuerza i6nica del medio (Heredia et al. 1993), pero a su vez también puede
favorecer la extraccién de aquellos enzimas que estdn i6nicamente enlazados a la
pared celular (Ferndndez-Bolaiios et al. 1995).

Del estudio realizado se puede concluir que después de producirse una cierta
estimulacién, mds o menos notable de la actividad a concentraciones bajas de sal con
casi todos los enzimas ensayados (1- 2% para la celulasa de ajo, cdscara y pulpa de
limén, para la PGasa de pulpa de limén y para o y B-galactosidasas del ajo y de la
cascara de limén), se produce una dréstica disminucién de actividad al ir aumentando
la fuerza idnica, destacando la que se produce con la celulasa del ajo, de la cdscara
y de la pulpa de limén, o con la a y B-galactosidasa de pulpa de limén, que llegan
a un mininimo con el 3% de sal, o la que se produce con la PGasa de la pulpa de
limén con un minimo al 5% de NaCl. La excepcién a esta actuacion la constituyen
las a-arabinosidasa y B-glucosidasa de ajo que se inactivan, incluso a partir del 0,5%
de NaCl.

También se concluye que si se sigue aumentando la concentraciéon de NaCl
la actividad permanece mds o menos constante, como por ejemplo las a y B-
galactosidasas del ajo, cdscara y pulpa de limén, o se favorecen enormemente caso
de las celulasas y PGasas de ajo, cdscara y pulpa de limén, con lo que se estd
favoreciendo, sin duda, la extraccion de todos aquellos enzimas mds fuertemente

enlazados a la pared.
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Con todo ello, el NaCl que se utiliza en aceitunas alifiadas a una
concentracién que oscila entre un 2-9%, favorece la solubilizacién de estos enzimas
procedentes de los componentes de los alifios y, en muchos casos, su actuacién sobre

la pared celular de las aceitunas.

En cuanto al pH de actuacién de todos estos enzimas hay que destaca; como
norma general que las actividades de celulasas y PGasas del ajo, cdscara y pulpa de
limén son mds altas a pH muy 4cidos, excepto para la PGasa del ajo cuyo Optimo
de actuacién se encuentra entre 5,5-6,0 unidades. En las glicosidasas detectadas
coinciden pricticamente sus éptimos de actuacién con el de las glicosidasas de
aceitunas, encontrdndose sus maximos entre 4,0-4,5 unidades en todos los casos,
ademds de aparecer un segundo pico a pH 6,0-6,5 algo mds pronunciado en la a-

galactosidasa de ajo y cdscara de limén y algo menos a la a y B-galactosidasa de la
pulpa de limén.

Los valores de pH que se suelen encontrar en las aceitunas alifiadas, que

varian entre un 3,0 y 4,0 unidades, favorecen cualquier actuacién de todos estos

enzimas.

7. ESTUDIO DE PARED CELULAR

De los tres estados de maduracién de la aceituna, se ha seleccionado el fruto
verde alifiado, porque en él se aprecian, con el tiempo de conservacién, notables

variaciones de textura entre 5 y 30°C.

Dado que las variaciones de textura estdn intimamente relacionadas con los
cambios de polisacdridos de la PC, en este apartado se hace un estudio de dichos

cambios con objeto de complementar las investigaciones realizadas.
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En la tabla 10 se recogen los aziicares neutros y 4cidos urénicos cuantificados
en las distintas fracciones de polisacdridos. Inicialmente, y como se ha indicado
anteriormente, es 16gico suponer que en los frutos conservados a 5°C las distintas
reacciones enzimdticas se desarrollan con mucha mé4s lentitud que en los conservados
a 30°C, esto viene corroborado por el hecho de que los frutos conservados a 5’°C

poseen una textura de 93 N/g mientras que los conservados a 30 es de 58 N/g.

Analizando los datos se observa, en primer lugar, que el material de pared
(suma de las distintas fracciones) de los frutos a S°C tiene aproximadamente 4
mg/fruto més que conservados a 30°C, lo que indica que durante la conservacién
a esta temperatura se produce una cierta solubilizaciéon de polisacdridos que
representa aproximadamente un 17% de los que se encuentran en los frutos a 5°C.
La solubilizacién, por otra parte, es mayoritariamente de aziicares neutros, ya que

se pierden aproximadamente tres veces mds azicares neutros que dcidos urénicos.

Analizando las distintas fracciones de polisacdridos (tabla 10), puede
comprobarse que la de los polisacdridos solubles en carbonato es la que mds
carbohidratos pierde (disminuye casi por igual en dcidos urénicos y aziicares neutros)
y la soluble en imidazol estd ganando tanto aziicares neutros como dcidos urénicos.
La fraccién de polisacdridos solubles en KOH al 4% pierde fundamentalmente
aziicares neutros, mientras que la soluble en KOH del 24% no cambia durante la

conservacion.

Por tanto se puede concluir que durante la conservacion existe una cierta
solubilizacion de aziicares neutros de polisacdridos solubles en carbonato y KOH del

4% junto con un cierto trasvase de polisacdridos a la fraccién soluble en imidazol.

Analizando las cantidades de los distintos aziicares individuales que constituyen

estas fracciones (tabla 11) se ven los siguientes cambios:

a) Se produce una pérdida sustancial de glucosa de la fraccion de polisacdridos



5°C 30°C BALANCE

IMI 0.80 1.69 2.49 1.24 2.45 3.69 0.44 0.76 1.20

CAR 2.55 6.13 8.68 0.90 4.40 5.30 -1.65 -1.73 -3.38
KOH 1M 3.36 0.14 3.50 1.95 0.02 1.97 -1.41 -0.12 1.53
KOH 4M 6.07 0.00 6.07 6.28 0.00 6.28 0.11 0.00 0.11
TOTAL 1 12.78 7.96 20.74 10.37 6.87 17.24 ®2.62 -1.09 -3.71

CEL -~ --- 11.21 - --- 6.25 -4.96 - —
TOTAL 2 --- --- 31.95 --- --- 23.49 8.46 - e

Tabla 10. Composicién en aziicares neutros y dcidos urénicos (mg azicares/fruto) de las distintas fracciones
de polisacdridos obtenidos a partir de la pared celular de las aceitunas verdes alifiadas. Balance de aziicares
entre las conservadas a 5 y 30°C para cada fraccidn.



Ur Glc Gal Man Xil Ar Fuc Ra Ur/ra

5°C 1640 94 82 66 90 422 - 50 33
IMI

30°C 2450 74 121 35 79 823 - 105 23

5°C 6130 - 211 150 1908 - 286 21
CAR

30°C 4400 29 89 9 48 657 - 87 51

5°C 140 536 1609 594 199 -
KOH 1M

30°c 18 323 9 52 833 467 - 79

5°C 1570 670 948 1892 843 - 143 -
KOH 4M

30°C - 1816 789 927 1520 1113 - 122 -

Tabla 11. Composicién glicosidica de las distintas fracciones de polisacdridos para aceitunas verdes
alifiadas, conservadas a 5°C y 30°C.
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solubles en KOH del 4% (del orden de 0,2 mg/fruto). A juzgar por la composicion
de esta fraccién (presencia de xilosa, galactosa y fucosa) es muy probable que la
pérdidas de glucosa se deban a la solubilizacién de xiloglucanas; esto se corrobora
por el hecho de que en esta misma fraccién también se pierden cantidades apreciables
de fucosa, xilosa y galactosa. Ademds, se puede afirmar que la solubilizacién de
xiloglucanas se produce a la salmuera de conservacién, puesto que no aparecen en

ninguna otra fraccién de polisacdridos.

b) La xilosa se pierde en parte como constituyente de las xiloglucanas
indicadas en a), pero también se da una importante solubilizacién de xilanas puesto
que en total se pierden aproximadamente 0,8 mg/fruto de xilosa de la cual sélo 0,2
como mdaximo podrian formar parte de xiloglucanas (se pierden 0,2 mg/fruto de
glucosa). La solubilizacién de estas xilanas es probablemente también la causante de
la disminucién de arabinosa. Al igual que ocurre con las xiloglucanas, la
solubilizacién de arabinoxilanas debe ser a las salmueras de conservacion porque los

azicares que la constituyen no se recuperan en ninguna otra fraccién.

c) Cuantitativamente, las pérdidas mds importantes que se producen en la
fraccidén de polisacdridos solubles en carbonato son la de &4cidos urénicos (1,7
mg/fruto) y arabinosa (1,2 mg/fruto). Se puede concluir, por tanto, que de esta

fraccion se pierden fundamentalmente polisacdridos pécticos ricos en arabinosa.

d) Observando que la relacion &dcidos urdnicos/ramnosa en los frutos
conservados a 5°C es de 21, mientras que en los conservados a 30°C es de 51, se
deduce que la solubilizacién que tiene lugar durante la conservacién a 30°C es
preferencialmente de las zonas ramificadas de los polisacdridos pécticos, dato que es
compatible con el hecho de que estén acompaifiados de importantes cantidades de
arabinanas como cadenas laterales. Una parte de estos polisacdridos (0,9 mg/fruto
de 4cidos urénicos y 0,8 mg/fruto de arabinosa) se pierden en las salmueras, dado
que no se recuperan en ninguna otra fraccién, mientras que otra parte (0.8 mg de

dcidos urénicos y 0.4 mg/fruto de arabinosa) se recupera en la fraccién soluble en
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imidazol.

e) El cambio fundamental que ocurre en la fraccién de polisacdridos solubles
en imidazol, es la incorporacién de polisacdridos pécticos ricos en arabinosa
procedentes de la fraccién de los solubles en carbonato. El hecho de que la relacion
dcidos urdénicos/ramnosa disminuya desde 33 a 23 confirma el hecho de que se estdn

incorporando polisacdridos pécticos, con mayor proporcién de ramnogalacturonanas.

Se puede concluir, por tanto, que como consecuencia del proceso de
conservacion de la aceituna alifiada, a 5°C y 30°C se degradan principalmente
xiloglucanas y xilanas como polisacdridos neutros y polisacdridos pécticos ricos en

arabinosa.

La degradacién de xiloglucanas se produce hasta oligosacédridos que difunden
a las salmueras de conservacién. Estd claro que en este tipo de degradacién deben
intervenir glicosidasas solas, o en unién de endoglucanasa, puesto que esta ultima por
si sola no podrfa degradar en tal extensién estos polisacdridos, ya que la
endoglucanasa s6lo es capaz de romper enlaces glicosidicos entre glucosas no

sustituidas.

La degradacién que sufren las arabinoxilanas es muy interesante puesto que de
los enzimas que podrian ser responsables de su degradacién, xilanasas, xilosidasa y
arabinosidasa, sélo esta tiltima se ha encontrado presente en la aceituna, mientras que
las otras dos no se encuentran ni en esta ni en ninguno de los alifios utilizados. La
accién de la arabinosidasa en solitario, sin embargo, podria degradar las unidades de
arabinosa que estin presentes como sustituyentes de la xilosa; esto cambiaria
drédsticamente la capacidad de estos polisacdridos de formar puentes de hidrégeno con
la celulosa y, por lo tanto, en contra de lo sugerido anteriormente, es posible que
desaparezcan de la fraccion soluble en KOH del 4%, no por solubilizacion en la
salmuera sino por unién a las fibrillas de celulosa. Este tipo de intercambio de

xilanas entre polisacdridos solubles en KOH y la fraccién de celulosa se ha observado
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anteriormente al analizar los cambios que tienen lugar durante la fermentacion lictica

de aceituna de mesa aderezada (Jiménez et al, 1995).

La degradacién de polisacdridos pécticos puede ser el resultado de 1a accién
de las PGasas, no obstante, la accién de éstas deberia liberar preferencialmente
homogalacturonanas y, de acuerdo con nuestros resultados, en este caso estd
liberando preferencialmente ramnogalacturonanas, por lo que es posible que ademds
de la accién de PGasas exista algiin otro tipo de mecanismo de actuacién. Por
ultimo, algunos autores (Deveau et al, 1993) han demostrado que la accion de B-
galactosidasa sobre poliscdridos pécticos modifica su conformacién e impide que
puedan formar agregados macromoleculares lo que eventualmente podria llevar a su
solubilizacién; sin embargo en la aceituna alifiada no se observa una disminucién
importante de galactosa en estos polisacdridos pécticos porque, si bien es cierto que
existe una disminucién de galactosa en la fraccién de polisacdridos solubles en

carbonato, ésta se recupera en la fraccién soluble en imidazol.
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CONCLUSIONES

1. Durante la conservacién de aceitunas verdes alifiadas se originan cambios de
textura, observdndose diferencias significativas entre las mantenidas a 5 y
30°C.

2. Las aceitunas en estado color cambiante y moradas experimentan disminucién

de su textura, debida fundamentalmente a los componentes de los alifios.

3. Los enzimas responsables de las pérdidas de textura actuan en los tres estados
de maduracién: a medida que el fruto estd mds maduro, la accién de los

enzimas se aprecia antes por la mayor accesibilidad de la pared celular.

4. En las salmueras de aceitunas alifiadas se han detectado actividades de

celulasa, poligalacturonasa y a-galactosidasa.

5. Los enzimas procedentes de ajo y limén -componentes mayoritarios del alifio-
son capaces de salir al medio y actuar sobre las aceitunas, modificando su

textura.

6. Las concentraciones de NaCl y los valores de pH de las aceitunas alifiadas
favorecen la actuacién de los enzimas procedentes de los componentes de los

alifios.

7. Los principales cambios que tienen lugar en la pared celular de aceitunas
verdes alifiadas, conservadas a 5 y 30°C, son una degradacién de
polisacdridos hemiceluldsicos xilanas y xiloglucanas y de polisacdridos

pécticos ricos en arabinosa.
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