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RESUMEN

Evolucion de la biosintesis de lipidos durante la maduracién de
las variedades de aceituna “Picual” y “Gordal”

Se ha estudiado comparativamente la evolucién de la biosintesis de
lipidos durante la maduracién de dos variedades de aceituna (Olea euro-
paea cv. “Picual” y “Gordal”), mediante la medida de la incorporacién de
“C-acetato a los lipidos del tejido intacto del fruto. La variedad “Picual”
presenté mayor actividad de sintesis lipidica que la variedad “Gordal”. En
la primera, el maximo de actividad tuvo lugar durante los meses de sep-
tiembre y octubre, mientras que en la segunda ocurri entre agosto y
septiembre. En ambas variedades la incorporacion en lipidos polares fue
previa a la incorporacion a triglicéridos y algo mas intensa. La incorpora-
cién a diglicéridos y acidos grasos libres fue menor y con grandes oscila-
ciones.
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SUMMARY

Evolution of the lipids biosynthesis during the maturation of the
olive varieties “Picual” and “Gordal”.

The evolution of lipid biosynthesis during the ripening period of two
varieties of olive fruits (Olea europaea cv. “Picual” and “Gordal”) has been
compared by measuring the incorporation of '“C-acetate into lipids of
intact exocarp tissue. The variety “Picual” showed a higher activity of lipid
synthesis than the variety “Gordal”. In the former the maximal activity took
place during september and october. In the latter it ocurred during august
and september. In both varieties the incorporation into polar lipids precee-
ded the incorporation into triacylglycerols the former being slightly more
intense. The incorporation into diacylglycerols and free fatty acids was
low and variable.
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1. INTRODUCCION

La incorporacién de 'C-acetato en los lipidos de un
tejido vegetal, puede constituir una buena estimacién de
su capacidad de biosintesis lipidica, pues refleja la ac-
tuacién de la maquinaria enzimatica responsable del pro-
ceso anabdlico de los lipidos, desde la carboxilacion del
acetato (Nikolau y Hawke, 1984), y la formacién de los
diferentes éacidos grasos dentro del plastidio (Stumpf,
1988), hasta la formacién de los glicerolipidos por accién
de las diversas aciltransferasas (Slack y Browse, 1984 y
Stobart y Stymne, 1985).

Si se estudia como evoluciona la incorporacion de
este precursor en los lipidos de un determinado tejido a
lo largo de la maduracién, se obtiene una curva caracte-
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ristica y propia para dicho tejido en funcién de las condi-
ciones de cultivo en que se desarrollé. Estudios de este
tipo, permiten comparar el previsible comportamiento de
diferentes especies o variedades bajo similares condicio-
nes de cultivo. A este respecto, se han realizado trabajos
en semillas de soja (Garcia et al., 1988) y de Girasol
(Mancha et al., 1985). En aceituna, Mancha (1978) des-
cribié la sintesis de lipidos de la pulpa y Marzouk y Cherif
(1980) realizaron estudios sobre la evolucién de la capa-
cidad de biosintesis lipidica en la variedad norteafricana
“Chemlali”. Posteriormente, Daza y Donaire (1982) estu-
diaron la evolucién de la incorporacion de '“C-acetato en
los lipidos de oleosomas obtenidos durante la madura-
cién de la variedad “Martefa”. Méas recientemente Séan-
chez et al., (1990) pusieron de manifiesto el efecto de la
luz y de la temperatura sobre la incorporacién de 'C-
acetato en los lipidos de tejido intacto de aceituna.

En el presente trabajo se realiza un estudio compara-
do de la biosintesis lipidica durante la maduracién de dos
variedades diferentes de aceituna, la variedad “Picual”
de gran importancia para la industria almazarera, dado el
elevado rendimiento que ofrece en la obtencién de aceite
y la variedad “Gordal”, basicamente utilizada para el con-
sumo de mesa. El objetivo primario es observar si las
diferencias en el contenido final de aceite (25% para "Pi-
cual”y 19% para “Gordal”), se deben a un diferente mo-
delo de incorporacién de '“C-acetato en los distintos lipi-
dos durante el proceso de maduracién. Asi mismo, el
conocimiento de la evolucién de la capacidad de biosin-
tesis lipidica permite identificar el momento en que ésta
se interrumpe en el fruto. Dato que conviene tener pre-
sente a la hora de decidir el momento idéneo de cose-
cha, ya que a partir de entonces no se producira incre-
mento alguno en el contenido lipidico de la aceituna (Mar-
zouk y Cherif, 1981). Como cualquier otro fruto, la aceituna
va perdiendo viabilidad de conservacién conforme avan-
za su maduracion, al debilitarse la dureza de sus pare-
des celulares y al hacerse progresivamente mas sensible
a los dafios mecanicos y a las infecciones por microorga-
nismos parasitos (Streif, 1983). Por consiguiente, la co-
secha debe realizarse lo mas temprano posible, una vez
que se ha llegado al maximo de acumulacién lipidica y
cuando las caracteristicas sensoriales del aceite obteni-
do sean aceptables para el consumo.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Material biolégico

Se han utilizado dos variedades de aceituna (Olea
europaea cv. "Picual” y “Gordal”) suministradas por el
EUITA de Sevilla, habiéndose realizado una toma de
muestras y un ensayo semanal entre junio y diciembre.
Se pesan 25 aceitunas por ensayo y variedad, se esta-
blece su peso medio y se seleccionan 5 aceitunas, reali-
zandose con cada una de ellas una incubacién con *“C-
acetato.

2.2. Incorporacién de “C-acetato

Las aceitunas deshuesadas se incubaron a 25°C du-
rante 4 horas en oscuridad y con agitacién, con “C-ace-
tato (disolucién acuosa de 0,5 uCi/ml), con un volumen
total en ml igual al doble del peso medio del fruto expre-
sado en gramos. La reaccién fue interrumpida hirviendo
la muestra durante 10 minutos, eliminandose el precur-
sor radiactivo mediante lavados con agua destilada. Fi-
nalmente la muestra, limpia y seca, se conservé a -40°C
hasta su procesamiento.

2.3. Extraccion de lipidos

Se ha utilizado el método de Hara y Radin (1978) que
usa la mezcla de hexano:isopropanol (3:2, v/v). El extrac-
to de lipidos totales se disolvi6 en 1 m! de mezcla
hexano:isopropanol (7:2, v/iv) y se conservé a -40°C en
tubo cerrado.

2.4. Fraccionamiento de lipidos y cuantificacién
de la radiactividad incorporada

Los lipidos extraidos se separaron por cromatografia
en capa fina (CCF) en placas de gel de silice de 0,25
mm desarrolladas con una mezcla de hexano: éter etili-
co: &cido férmico (75:25:1, v/v/v), usando como mezcla
patrén el resultado de una hidrélisis con lipasa pancreati-
ca de un aceite refinado de oliva. Se obtuvieron cinco
bandas que corresponden a otras tantas clases lipidicas:
hidrocarburos y ceras; triglicéridos; acidos grasos libres;
diglicéridos y en el origen, los lipidos polares (fosfolipi-
dos, galactolipidos y sulfolipidos).

La incorporacién de "C a los lipidos totales se cuanti-
ficé por duplicado tomando una alicuota y midiendo la
radiactividad en contador de centelleo liquido rackbeta
(LKB). La distribucién de la radiactividad entre las dife-
rentes clases de lipidos se determind, tras su separacion
en CCF, mediante un analizador lineal de radiactividad
Berthold.

2.5. Tratamiento estadistico de los resultados

A todos los datos se les realizé el andlisis de la va-
rianza. La diferencia entre las medias se analizé6 median-
te el test de Duncan, por el que se determind, en cada
caso, la diferencia significativa minima (LSD) con un ni-
vel de significacion del 5%.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante todo el proceso de maduracién del fruto la
incorporacién de '“C-acetato en la fraccién de lipidos to-
tales del tejido intacto fue significativamente mayor en la
aceituna “Picual” que en la aceituna “Gordal” (fig. 1). En
la variedad "Picual”, se inicié un aumento exponencial de
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la sintesis de lipidos en la sexta semana (principios de
agosto), llegando a ser maxima en la decimocuarta se-
mana (mediados de septiembre), para descender rapida-
mente cuatro semanas mas tarde. En la variedad “Gor-
dal”, no se observé un incremento tan nitido, alcanzan-
dose los valores maximos dos semanas antes que en la
aceituna “Picual”. Posteriormente, hubo una caida de ac-
tividad, asi mismo gradual, hasta practicamente desapa-
recer a comienzos de diciembre (vigesimotercera semana).

Daza y Donaire (1982) observaron que el maximo de
incorporacioén de *C-acetato en los oleosomas de aceitu-
nas de la variedad “Marteno” tenia lugar en septiembre,
coincidiendo con lo observado en la variedad “Picual”.
Marzouk y Cherif (1980) encontraron que el maximo de
incorporacién en la variedad “Chemlali” se producia en la
decimoprimera semana de maduracién del fruto, aproxi-
madamente como ocurriera con la variedad “Gordal”.

Las variedades especializadas en la produccién de
aceite como “Picual”, “Martefio” o “Chemlali” presentan
igualmente una incorporacién en lipidos totales que se
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Figura 1
Evolucién de la incorporacién de “C-acetato en la totalidad de los lipidos
durante la maduracién de las variedades de aceituna “Picual” y “Gordal”.

mantiene con valores relativamente elevados entre la dé-
cima y la vigésima semanas.

El perfil de la evoluciéon de la incorporacién del pre-
cursor radiactivo en los lipidos polares fue muy diferente
en ambas variedades (fig. 2). La variedad “Picual”, pre-
senté un maximo coincidiendo con el observado para los
lipidos totales. En cambio, el maximo de incorporacién a
lipidos polares fue anterior en la variedad “Gordal”, apa-
reciendo antes de la décima semana (mediados de agos-
to). En la decimocuarta semana, coincidiendo aproxima-
damente con el maximo de incorporacién en la aceituna
“Picual”, se inicié un significativo descenso de la incorpo-
racién, que terminé desapareciendo en diciembre. En cual-
quier caso, salvo en la fase inicial del ensayo, en que los
valores de incorporacién fueron similares, la variedad “Pi-
cual” desarrollé una actividad biosintética significativamen-
te superior. Otros autores (Marzouk y Cherif, 1980; Daza
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y Donaire, 1982) han observado en otras variedades de
aceitunas, que el maximo de incorporacién de “C-aceta-
to en lipidos polares se desarrollaba durante las primeras
semanas del desarrollo del fruto, como ocurre en la va-
riedad "Gordal”. Marzouk y Cherif (1980) detectaron en la
variedad “Chemlali” una rapida caida posterior en la in-
corporacién en este tipo de lipidos hasta casi anularse a
partir de la décima semana de maduracién.

La incorporacién de '“C-acetato en diglicéridos fue
muy superior en la variedad “Picual” (fig. 3). Sin embar-
go, ambas presentan sucesivos altibajos, debido, proba-
blemente, al caracter de intermediarios metabdlicos de
estos lipidos, al ser los diglicéridos paso obligado para la
sintesis de triglicéridos (Gurr, 1980) o galactolipidos (Do-
uce y Joyard, 1980). Su sintesis en un momento dado en
el tejido intacto depende tanto de las actividades que
determinan su formacién como de las que lo utilizan como
sustrato. Ello podria explicar las irregularidades en las
curvas que describen su biosintesis a lo largo de la ma-
duracién del fruto.

La incorporacién en acidos grasos libres fue también
muy diferente en las dos variedades estudiadas. Hasta la
décima semana los valores de incorporacién fueron ba-
jos (36,4 £ 9,9 pmoles/g) en ambas variedades. Sin em-
bargo, mientras que en la variedad “Gordal” éstos valo-
res se mantuvieron hasta el final de la maduracién, en la
“Picual” se observd, a partir de la décima semana, un
incremento de la incorporacién con grandes altibajos
(116,9 £ 52,7 pmoles/g). Probablemente, la presencia de
acidos grasos libres se debe a la actividad aciltioesterasa
sobre los acil-CoAs (Mancha y Garcia, 1982). Menos plau-
sible seria que el aumento en el porcentaje de incorpora-
cién en acidos grasos se debiera a un incremento de la
actividad lipolitica. Normalmente, salvo que el fruto esté
muy maduro, la aparicién de la actividad lipasica tiene
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Figura 2
Evolucién de la incorporacion de “C-acetato en los lipidos polares
durante la maduracién de las variedades de aceituna “Picual” y “Gordal”
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Variedades analizadas
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Figura 3
Evolucién de la incorporacion de C-acetato en los diglicéridos durante la
maduracion de las variedades de aceituna “Picual” y “Gordal”

lugar después de la recoleccién de la aceituna, como lo
demuestra el hecho de que los aceites procedentes de
aceitunas recién cosechadas o conservadas a 5°C, inclu-
so durante un mes, presenten un grado de acidez mini-
mo (datos no publicados). Si el aumento de la incorpora-
cién en &cidos grasos libres se debiera a una actividad
lipasica, dada la enorme cantidad de glicerolipidos pre-
sentes en la aceituna madura, se deberia observar, al
mismo tiempo, un aumento notable del grado de acidez
en el aceite extraido de estas aceitunas, dado que la
proporcién el glicerolipidos marcados con 'C es muy
pequeia con respecto al total. En cambio la mas elevada
proporcién de acil-CoAs marcados frente a los no marca-
dos, si podria justificar la recuperaciéon de una notable
cantidad de &cidos grasos libres marcados debido a la
actividad acil-CoA tioesterasa sin que se registrara un
aumento sensible de |a acidez del aceite.

En la figura 4 se representa la evolucién de la incor-
poracién en los triglicéridos. Puede observarse como el
perfil de las curvas es similar a las obtenidas con los
lipidos polares, si bien en esta ocasién los maximos de
actividad de ambas variedades estan mas préximos con
una diferencia de sélo dos semanas. Este acercamiento
se debidé a que el maximo en la variedad “Gordal” apare-
ci6 4 semanas mas tarde en los triglicéridos que en los
lipidos polares, mientras que en la variedad “Picual” am-
bos maximos estuvieron muy préximos.

En las variedades “Chemlali” y "Martefio” los maéxi-
mos de sintesis de triglicéridos y lipidos polares se hallan
més separados incluso que en la variedad "Gordal” (Mar-
zouk y Cherif, 1980; Daza y Donaire, 1982). Este hecho
se ha interpretado asociando el temprano ascenso en la
incorporacién en lipidos polares con la formacién de mem-
branas que posteriormente se emplearan para contener
los triglicéridos que se sintetizaran a continuacién. En la
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variedad “Picual” hay un claro solapamiento de ambos
procesos. La formacién de membranas y la acumulacién
de lipidos de reserva se realizaria més simultanea que
consecutivamente.

Por otra parte, los estudios de cinética de incorpora-
cién y de pulso y captura en tejido intacto de semilla de
soja en formacién, incubado con “C-acetato, revelan que
éste, en principio fijado principaimente en los lipidos po-
lares, sobre todo en fosfatidilcolina, termina incorporan-
dose en los triglicéridos pertenecientes a la fraccién
oleosdmica, que contiene a los organulos encargados
del almacenamiento de los lipidos de reserva en las plan-
tas (Garcia et al., 1988). Por tanto, no seria correcto
desligar por completo la incorporacién recuperada en li-
pidos polares con la formacién de lipidos de reserva.

La biosintesis lipidica se interrumpe practicamente en
la vigesimoquinta semana en la variedad “Picual” y dos
semanas antes en la variedad “Gordal”. Desde el punto
de vista de la produccién de aceite éste seria el momen-
to mas adecuado para el inicio de la cosecha. Sélo una
mejora de las caracteristicas organolépticas del aceite o
la falta de disponibilidad de la industria extractora po-
drian justificar el mantenimiento del fruto en el arbol, en
donde progresivamente ira perdiendo su resistencia a los
dafios mecanicos y a la parasitacion.

4. CONCLUSIONES

La variedad “Picual” demostré ser mas activa que la
“Gordal” en la biosintesis de todas las clases de lipidos.
La incorporacién del precursor respondié a la diferente
capacidad de sintesis de ambas variedades.

Fue diferente el periodo en que se registré la activi-
dad maxima de biosintesis de lipidos en ambas varieda-
des. Posiblemente como reflejo de un diferente acopla-

Variodad,

Var analizad

* 'Plcual’ O 'Qordar

1000

LSD (0.05)= 27.6
800

600

400

200

30

Incorporacién en triglicéridos (pmoles/g) .

Tiempo de maduracion (semanas)

Figura 4
Evolucién de la incorporacion de “C-acetato en los triglicéridos durante la
maduracion de las variedades de aceituna “Picual” y “Gordal”
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miento entre la formacién de estructuras membranosas y
la acumulacién de lipidos de reserva.

La biosintesis lipidica se interrumpe a las 23 sema-
nas de maduracién en la variedad “Gordal” y a las 25
semanas en la variedad “Picual”, siendo este momento,
desde el punto de vista exclusivamente de la produccion
de aceite, aconsejable para el inicio de la cosecha.
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