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INTRODUCCION

A lo largo del proceso de maduracion de la manzana se producen una serie de transformaciones
bioquimicas que afectan a los contenidos en distintos componentes, azucares, &cidos organicos,

compuestos fendlicos, compuestos nitrogenados, etc., que condicionan sus caracteristicas sensoriales

y valor nutritivo, alcanzandose un equilibrio 6ptimo de los mismos en el momento de su madurez.

La funcion, evolucion e importancia de estos compuestos, en particular de azucares y acidos organicos, ha
sido y es motivo de constantes estudios, habiéndose demostrado su incidencia tanto en el proceso de
maduracion y desarrollo del fruto, como en la sintesis de diversos componentes de éste. A modo de
ejemplo, conviene sefialar que los azlcares son utilizados en la sintesis de compuestos fendlicos (&cidos
cinamicos, flavonoides, chalconas, etc.), los cuales se forman a través de la ruta del shiquimato y el
metabolismo general del fenil propanoide (GROSS, 1980; AMRHEIM y col., 1982), habiendo sido también
descrita la relacion que existe entre el desarrollo del color rojo de la manzana (sintesis de antocianos) y la
actividad catabdlica de la glucosa a través de la ruta de las pentosas fosfato (GIANFAGNA y BERKOWITZ,
1986). Por otro lado, la pared celular vegetal esta formada fundamentalmente por carbohidratos complejos

que son sintetizados a partir de azucares mas sencillos (LAMPORT, 1970), estando implicada la

degradacion de estos Polisacaridos en los cambios



fisiologicos e histoldgicos que se producen en el fruto a lo largo de su maduracion.

El sorbitol es el principal producto fotosintetizado en las hojas del manzano (BERUTER y
KALBERER, 1983) y la principal forma de carbono transportada hacia el fruto (LOESCHER vy col.,

1982), donde es el responsable de la formacién de los carbohidratos mas simples (HANSEN, 1970;
YAMAKI e ISHIKAWA, 1986). La sacarosa es la fuente de carbono utilizada para el crecimiento

celular de los frutos jovenes (BERUTER, 1985), mientras que la fructosa es el azucar que se
acumula fundamentalmente en el desarrollo del fruto.

Los acidos orgénicos estan estrechamente relacionados con el proceso de maduracion de los frutos
climatéricos, en los que se produce etileno a partir del acido 1 amino 1 carboxil ciclopropano
(MANSOUR y col., 1986) y una intensa actividad respiratoria, durante la cual se consume &cido

malico a través de su descarboxilacion oxidativa (HULME y col., 1963). Asi mismo, este acido puede

ser utilizado en la formacion de glacidos por medio de la gluconeogénesis (RIBEREAU-GAYON y
PEYNAUD, 1971).

Por otro lado, a nivel tecnoldgico, cabe destacar el hecho de que estos componentes, acidos y azlcares,
junto con aminoacidos y proteinas, durante el proceso de elaboracion de los ‘concentrados de manzana y a

lo largo de su conservacion, estan implicados en los procesos de oscurecimiento no enzimatico

(Reaccion de Maillard). Los &cidos organicos parecen tener un papel catalitico en los citados procesos, mientras
que los carbohidratos reaccionan con los compuestos nitrogenados formando pigmentos oscuros, pudiendo
aumentar la concentracion total de azlcares reductores a lo largo del almacenamiento de los concentrados como

consecuencia de la hidrdlisis de la sacarosa (BABSKY y col., 1986).

Asi mismo, el conocimiento de la evolucién de los azlcares y acidos orgdnicos mayoritarios, junto con los
polifenoles y nitrdgeno total, presenta un gran interés desde el punto de vista de elaboracion de la sidra. Los
primeros son sustratos facilmente metabolizables por los microorganismos, estando estrechamente relacionada
la calidad de la sidra obtenida con el tipo y concentracion existente de azlcares y &cidos organicos en el mosto

inicial.



Los polifenoles juegan un papel importante tanto en el control del sistema Redox del mosto como en
el desarrollo del pardeamiento de éste, afectando ademas su presencia al crecimiento de los
diferentes microorganismos a lo largo del proceso de elaboracion de la sidra y a la produccion de

determinados compuestos volatiles.

El interés en conocer la evolucion del nitrdgeno a lo largo de la maduracion del fruto reside en que la

mayor 0 menor concentracion que presente en el mosto afecta notablemente

A la velocidad del proceso fermentativo y a la estabilidad de la sidra elaborada y, por tanto, a su calidad.

Con el fin de conocer el momento 6ptimo de madurez de la manzana, en la actualidad se vienen utilizando
diversos pardmetros tales como la concentracion interna de etileno, el nivel de firmeza que presenta el
fruto, la concentracion en sélidos solubles y el test del yodo como medida aproximada del nivel de almidon,
siendo la pérdida de firmeza y almidén y la ganancia en el contenido en solidos solubles los parametros
que mejor se correlacionan con el nivel de madurez mas adecuado para el consumo en fresco del fruto
(BLANKENSHIP y UNRATH, 1988). Otros autores (BOARD y WOODS, 1983) establecen la madurez del
fruto a partir de relaciones azlcar/acidez, dada la repercusion de estos pardmetros en la calidad sensorial

de las manzanas.



con el fin de conocer el momento Optimo de maduracion de las mismas. Esto permitira
determinar la fecha de procesado mas apropiada del fruto para la fabricacion de los dife rentes
derivados de la manzana (sidra, zumo, aguardientes, etc.), en las condiciones adecuadas, lo que

posibilitara la elaboracion de forma regular de productos de elevada calidad sensorial.

MATERIALES Y METODOS

Determinacién de azUcares y acidos organicos

El analisis individualizado de los azucares (fructosa, glucosa, sacarosa y sorbitol) y los
acidos organicos (maélico, quinico y shiquimico) se ha efectuado por cromatografia liquida de

alta resolucion (HPLC) (Blanco y col., 1987, 1986).

El sistema cromatografico utilizado para el andlisis de los azlcares estaba formado
por: 1 bomba Waters mod. 510, 1 inyector automatico Waters Wisp mod. 712 (10 ul de volumen
de inyeccion), 1 detector IR Waters mod. 410, 1 bafio termostatico Selecta mod. Digiterm S
542 y un procesador de datos Digital mod. 380. La columna utilizada para la separacion de las
diferentes azlcares fue una Sugar Pak 1(300 x 6,5 mm). La fase movil empleada para la
elucidn fue una disolucion acuosa de 50 ppm de la sal célcica del AEDT, microfiltrada y desga-

sificada mediante una corriente de helio con anterioridad a



su uso. Las condiciones de operacion en el sistema cromatogréafico fueron:

Flujo = 0,5 ml/min.
Temperatura de la columna = 60° C
Temperatura del detector = 37° C

Sensihilidad del detector = 32

Para llevar a cabo el analisis de los &cidos organicos se utilizé un sistema cromatografico
equipado con: 1 bomba LKB mod. 2150, 1 valvula de inyeccién Rheodyne mod. 7125 (loop = 20
Vil), 1 detector espectral LKB mod. 2140 y un pro cesador de datos IBM. La columna utilizada para
la separacion de acidos fue una Spherisorb ODS-2 (250 x 4 mm) cargada con particulas de wn
tamafio de 5 um. La fase movil empleada fue un tampdn de dihidrégeno fosfato potésico 10-1-M
ajustado a pH = 2,25 con &cido fosforico que, previamente a su uso, fue microfiltrado y

desgasificado mediante una corriente de helio.

Las condiciones cromatogréficas utilizadas fueron:
Flujo = 0,5 ml/min.
Temperatura de la columna = 25° C

Longitud de onda de deteccion = 206 nm.

Otros métodos analiticos

Los azlcares totales fueron analizados por el método Bertrand. La sacarosa se hidrolizd

previamente en medio acido



(HCI 10%) a una temperatura de 754 C durante 20 minutos (INRA, 1973).

El nitrégeno total fue determinado, previa destilacion del amoniaco sobre &cido borico, por

valoracion con HC1 (HACH y col., 1987; WATKINS y col., 1987).

El test del yodo se llevd a cabo segln el método descrito por LEZEC y BABIN (1988),

empleando 6,6 g/1 de Kl'y 3,3 g/1 de la.

Los compuestos fendlicos se analizaron por colorimetria midiendo a 700 nm, al hacer reaccionar la

muestra con el reactivo de Folin-Ciocalteu en medio alcalino a 70°C durante 10 minutos

(MONTREAU, 1972).

Preparacion de la muestra

A lo largo de la maduracion de cinco variedades de manzana: Raxao (acida), Collaos
(acidulada), Durdén Arroes (dulce), Picona Rayada (dulce-amarga) y Meana (amargo-acidulada),
fueron muestreados entre 500 y 1000 g de manzana. Un cuarto de cada fruto fue mezclado con
etanol absoluto y HC1 concentrado en cantidades tales que las concentraciones finales fueron 80%
y 1°/o respectivamente. Una vez mezclados el fruto, el etanol y el &ido clorhidrico, se efectuo la
extraccion de los componentes objeto de estudio bajo atmdosfera inerte y durante 2 h. El extracto

obtenido se filtrd a través



de una membrana de vidrio porosa (G-3) y se lavd con etanol del 80%. Posteriormente, se redujo el
volumen del extracto a 200 ml aproximadamente en un rotavapor y luego se enraso a 500 ml con
etanol del 80%. Antes de proceder a la inyeccion en el sistema cromatografico, los extractos de
manzana se microfiltraron mediante una membrana Millex de 0,45 pmy, para el caso de los

azucares, previamente se decoloraron a través de un Sep-Pak C,a activado con metanol, con el fin

de retener los pigmentos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se puede ver en la figura 1, en las cinco variedades estudiadas la fructosa, sacarosa y glucosa,
asi como los azucares totales, se acumulan al final de la maduracion de la manzana. Estos datos
concuerdan con los resultados obtenidos por BERUTER (1985) y YAMAKI e ISHIKAWA (1986), los
cuales estudiaron la acumulacion de azlcares durante el desarrollo y maduracion de la manzana asi
como los cambios experimentados por las enzimas estrechamente relacionadas con el metabolismo
del sorbitol (Sorbitol-6P-deshidrogenasa, NAD- y NADP --Sorbitol deshidrogenasa y sorbitol oxidasa) y
la invertasa acida, las cuales influyen notablemente en la acumulacion y degradacion de los azlcares

a lo largo del desarrollo y maduracién del fruto.

.La variacion de los azlcares totales es similar a la de la fructosa dado que ésta es el azlcar

mayoritario en manzanas
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Figura 1. Evolucién de los contenidos de azucares mayoritarios y totales a lo largo de la maduracion de
lascinco variedades de manzana.



Sin embargo, son de destacar ciertas diferencias en los perfiles de evolucion de los azlcares individuales
como una caracteristica de cada variedad. Asi, la variedad Raxao, presenta un maximo 15 dias antes del
momento Optimo de maduracion, hecho éste también observable en el contenido en polifenoles, como se
verd posteriormente, mientras que en la variedad Duron Arroes la mayor variacion en los contenidos de
azlcar es proporcionada por un cambio significativo en la concentracion de sacarosa en la Ultima etapa de la
maduracion. Es de destacar también que la variedad Meana presenta siempre, a lo largo de la maduracion,
un contenido superior en sacarosa que en glucosa, en contraste con las otras varie dades.

Como era presumible, durante la fase final de la maduracion no se han observado cambios notables

en la concentracion de sorbitol, manteniéndose en este periodo en los siguientes intervalos de
variacion: Collaos (3,06-4,57 g/Kg.), Duron Arroes (3,99-7,31 g/Kg.), Raxao (3,29-6,38 g/Kg.), Picona
Rayada (2,93-5,73 g/Kg.) y Meana (2,61-4,49 g/Kg.).

Por otra parte, se ha determinado la evolucién que experimentan los acidos mélico, quinico y shiquimico a lo
largo de la maduracion de las variedades antes mencionadas, comprobandose que el acido shiquimico
presenta pequefios cambios y que las variaciones mas significativas vienen determinadas por los acidos

mélico y quinico.

10



La evolucion del acido mélico esta caracterizada por una fuerte disminucion paralelamente a la
acumulacion final de los azlcares (figura 2), lo que parece indicar que este &cido juega un papel

importante tanto en los fendmenos de respiracion como en la gluconeogénesis, tal como ha sido

descrito para otros frutos por RIBEREAU-GAYON y PEYNAUD (1971).

Asi mismo, se puede observar que el acido quinico disminuye a lo largo de la maduracion, lo que
esta de acuerdo con lo descrito por ULRICH (1970). Este descenso puede estar motivado por la
sintesis del acido clorogénico, producida a partir de los &cidos quinico y cafeico, previamente

activado este ultimo por el coenzima A (HAHLBROCK y GRISEBACH, 1979).

Se procedid también a evaluar el contenido en polifenoles y nitrégeno total durante la maduracion de
las citadas variedades, encontrandose que la variacion en la concentracion de los polifenoles a lo
largo de ese periodo presenta un perfil similar en todas las variedades estudiadas (.figura 3),
habiendo comprobado que el contenido en compuestos fendlicos pasa por un minimo previamente a
la acumulacion final de los azucares, excepto en la variedad Raxao que como ya se indicd, presenta

un maximo, junto con los azucares, 15 dias antes de la maduracién, para descender a continuacion.

Este descenso en el contenido de polifenoles parece estar motivado por una movilizacion de los

compuestos fendlicos

11
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Polifenoles totales
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Figura 3. Evolucion de los contenidos de polifenoles totales (indice Folin) a lo largo de la
maduracion de las cinco variedades de manzana.

de bajo peso molecular, fundamentalmente flavanoles, hacia la formacién de flavolanos de alto
peso molecular (RIBEREAU-GAYON, 1964), cuyo nivel de extraccién en las condiciones em-
pleadas pudiera disminuir, tal como ha sido descrito por GOLDSTEIN y SWAIN (1963) para otros
disolventes no acuosos como el metanol. Asimismo, la concentracion de los ésteres cinamicos
disminuye a lo largo de la maduracion de la manzana (MACHEIX, 1974), lo que también contribuye

al descenso del indice Folin, durante ese periodo.

Con respecto a la evolucion en el' contenido de nitrdgeno total en las variedades estudiadas, en

lineas generales sigue un perfil similar al descrito por BARON y col. (1982). observandose
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un minimo con anterioridad a la acumulacion final de los azucares (figura 4).

fecha Cottaos D. Acrocs Heana Raxao P. Rayada
14710787 - S 3.6 2.3
22/10/87 3.6
29/10/87 3.6 2.4 1.6
10711787 2.9 2.1 0.6 [s]
19711787 1.3 0.4 0.2
30711787 0.8
2712/87 0.3 L V] ]
9s12/87 0.7 3.2
14/712/87 0.5 3.4

Cuadro 1. Evolucion del test del yodo a lo largo de la maduracion de las cinco variedades de
manzana.

Nitrogeno

mg/Kg
400

300 -
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100 |
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. e e e - e m * e . ————
-=- Colaos 4= Arcoey E nean: fi- 1 Rayaga —>— R3axao

Figura 4. Evolucion del contenido en nitrogeno total a lo largo de la maduracion de las cinco
variedades de manzana.
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Figura 5. Evolucion en los contenidos de polifenoles, azlcares totales, acido malico y
almidon a lo largo de la maduracion de las cinco variedades de manzana.
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Finalmente se comprobd la degradacion experimentada por el almidén a lo largo de la maduracion

de los frutos mediante el test del yodo (Cuadro 1y figura 5).

Como se puede observar, existe una disminucion del valor del test a medida que el fruto madura.
Se considera que entre los valores 2 y 1 la degradacion del almidon es muy elevada,
correspondiendo con el final de la maduracion, y un cierto ablandamiento del fruto (MANGAS y

col., 1990).

En conjunto, se puede observar que en el periodo proximo al momento optimo de madurez
fisiologica existe un perfil similar de evolucion de los pardmetros estudiados en las cinco
variedades y se constata que, paralelamente a la degradacion final del almidon (cobertura de
tincion < 50% nivel 3), se produce un aumento de azlcares y un fuerte descenso del &cido mélico
que viene precedido de una disminucion de los contenidos de compuestos fendlicos y nitrogenados

(figuras 4y 5).

Los resultados obtenidos nos llevan a plantear la necesidad de efectuar la recoleccion 10-15 dias
antes del momento 6ptimo de madurez, a fin de lograr que el procesado del fruto se efectle en las

mejores condiciones tecnoldgicas coincidiendo con la madurez fisioldgica.

Se puede considerar que las fechas de maduracion de las variedades estudiadas en la campafia de

1987-88 son las siguientes:

16



- Collaos: 25-30 Noviembre

- Duron Arroes: 25 de Diciembre - 5 de Enero.
- Meana: 13-20 de Noviembre

- Picona Rayada: 1-5 de Noviembre

- Raxao: 3-10 de Noviembre

CONCLUSIONES

A lo largo de la maduracion de las variedades de manzana estudiadas, se ha constatado
que la evolucién de los parametros globales (nitrégeno, azdcares y polifenoles) y del acido malico es
similar en todas ellas.

Se ha observado que en las proximidades del momento 6ptimo de madurez de cada variedad
existen cambios significativos en estos pardmetros, por lo que la época de recoleccion puede

condicionar notablemente el proceso de elaboracion y la calidad de los productos derivados

obtenidos, en particular de la sidra.

La aplicacién de la cromatografia liquida de alta resolucion ha resultado de gran interés para el
estudio individualizado de los azlcares y acidos organicos mayoritarios durante el transcurso de la
fase final de la maduracion de las citadas variedades. Nos ha permitido comprobar la existencia de un

comportamiento diferenciado de la evolucion de la glucosa, fructosa y sacarosa en las variedades

estudiadas, habiéndose corroborado que la fructosa es el azucar de reserva
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va por excelencia que se acumula en la fase final de la maduracion. Asi mismo, se ha observado la
interrelacion que existe entre la elevada disminucion del contenido de &cido mélico y la acumulacion
final de los azucares. También conviene sefialar la disminucion en el contenido del acido quinico,

debido probablemente a la sintesis del &cido clorogénico.

En relacion a la evolucion del test del yodo durante la maduracion de las variedades, conviene
sefialar que se ha observado una disminucion, del contenido en almidénen  la fase final
de la madurez, en concordancia con la acumulacion final de los azdcares, y el fuerte descenso del

acido malico pudiendo considerarse por tanto un buen indicador del grado de maduracién de cada

variedad.

El conocimiento de la evolucion de todos los pardmetros anteriormente indicados (azlcares y acidos
organicos mayoritarios, nitrégeno y polifenoles, test de yodo) nos han permitido determinar el
momento Optimo de maduracion de las variedades estudiadas, asi como definir el periodo de
recoleccion mas adecuado para su posterior utilizacion en la elaboracion de sidra, zumo y otros

derivados de la manzana.
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