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RESUMEN: El contenido en carotenoides y vitamina C en los frutos citricos
son importantes atributos de calidad organoléptica y nutricional. La
conservacion refrigerada y el tratamiento con etileno son précticas
postcosecha habituales en estos frutos. En este estudio se ha comprobado
gue los frutos de pomelo Star Ruby (SR) almacenados hasta 8 semanas a
12°C alcanzan concentraciones de carotenoides totales en la piel entre 3-4
veces superiores a las de frutos mantenidos a 2°C. A 12°C se produjo una
acumulacién de los carotenos lineales previos al licopeno y una disminucién
de los carotenoides derivados de éste. El contenido en vitamina C en la piel
también se incrementd ligeramente en los frutos conservados a 12°C. En la
pulpa, sin embargo no se observaron cambios significativos en los
contenidos de estos compuestos a ninguna de las temperaturas ensayadas.
En los frutos de pomelo SR la ausencia de luz (tapado) durante su desarrollo
aumenta los carotenoides en la piel. Ademas, la aplicacion postcosecha de
etileno estimulé la acumulacién de carotenoides en la piel, entre 1,5y 2
veces respecto a los tratados con aire, tanto en frutos tapados como no
tapados. La concentracién de licopeno se incrementd considerablemente por
la aplicacion de etileno en los frutos tapados. En la piel de los frutos tapados,
sin embargo, se produjo una menor acumulacion de vitamina C y el
tratamiento con etileno no afecto a este metabolito en ningun tipo de fruto.
Por otro lado, en la pulpa tampoco se detecté un efecto claro del etileno en
el contenido de carotenoides y de vitamina C.
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ABSTRACT: The content of carotenoids and vitamin C in citrus fruits are
important attributes of organoleptic and nutritional quality. Common
postharvest practices are storing these fruits in a refrigerated area and
ethylene treatments. In this study, it was found that the grapefruit Star Ruby
(SR), stored up to 8 weeks at 12°C reaches total higher concentrations of
carotenoids in the skin. It reaches between 3-4 times higher than in fruit kept
at 2°C. An accumulation of the linear carotenes was produced at 12°C prior
to the lycopene and a decrease of the carotenoids that were derived from the
lycopene. The content of vitamin C in the skin also increased slightly in the
fruit stored at 12°C. However, in the flesh, no significant changes were
observed in the contents of these compounds at any of the tested
temperatures. In the grapefruit SR, the absence of light (it was covered) for

! Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos CSIC. Av. Agustin Escardino 7,
Paterna(Valencia) 46980



its development increased skin carotenoids. In addition, postharvest
application of ethylene stimulated the accumulation of carotenoids in the skin,
between 1,5 and 2 times than those treated with air, both covered and non-
covered fruit. The lycopene concentration was significantly increased by the
application of ethylene in covered fruit. In the skin of the fruits covered,
however, there was less accumulation of vitamin C and ethylene treatment
did not affect this metabolite in any fruit. Furthermore, in the pulp either
ethylene effect was detected in carotenoids and vitamin C content.

KEYWORDS: Star Ruby grapefruit, carotenoids, ethylene, vitamin C, citrus
fruits, postharvest

RESUM: EIl contingut en carotenoides i vitamina C en els fruits citrics sén
importants atributs de qualitat organoléptica i nutricional. La conservacio
refrigerada i el tractament amb etilé sén practiques postcollita habituals en
aquests fruits. En aquest estudi s'’ha comprovat que els fruits d'aranja Star
Ruby (SR) emmagatzemats fins a 8 setmanes a 12°C aconsegueixen
concentracions de carotenoides totals a la pell entre 3-4 vegades superiors a
les de fruits mantinguts a 2°C. A 12°C es va produir una acumulacié dels
carotens lineals previs al licope i una disminucio dels carotenoides derivats
d'aquest. El contingut en vitamina C a la pell també es va incrementar
lleugerament en els fruits conservats a 12°C. A la polpa, perd no es van
observar canvis significatius en els continguts d'aquests compostos a cap de
les temperatures assajades. En els fruits d'aranja SR l'abséncia de llum
(tapat) durant el seu desenvolupament augmenta els carotenoides a la pell.
A meés, l'aplicacio postcollita d'etile va estimular I'acumulaci6 de carotenoides
en la pell, entre 1,5 i 2 vegades respecte als tractats amb aire, tant en fruits
tapats com no tapats. La concentracié de licopé es va incrementar
considerablement per I'aplicacio d'etile en els fruits tapats. A la pell dels fruits
tapats, pero, es va produir una menor acumulacié de vitamina C i el
tractament amb etilé no va afectar a aquest metabolit en cap tipus de fruit.
D'altra banda, a la polpa tampoc es va detectar un efecte clar del etile en el
contingut de carotenoides i de vitamina C.

PARAULES CLAU: Aranja ‘Star Ruby’, carotenoides, etile, vitamina C, fruits
citrics, postcollita.



INTRODUCCION

El pomelo rojo ‘Star Ruby’ (Citrus paradisi) es una variedad de pomelo de
tamafio medio que se caracteriza por presentar tonalidades rosadas o rojas
en la piel y pulpa de color rojo intenso (Agusti, 2000). Su caracter subtropical
condiciona en gran medida el area de cultivo, por lo que la exportacion es de
gran importancia comercial. Espafia se situaba en el 2011 como el cuarto
exportador de pomelos a la Unién Europea, detras de USA (Florida), Israel y
Turquia. En la temporada 2009-2010 se exportaron mas de 43.300
toneladas a la UE y 2.300 a otros paises. Dentro de las variedades de
pomelo rojo, ‘Star Ruby’ (SR) junto con ‘Rio Red son las de mayor
importancia comercial en Espafa (http://www.ailimpo.com/).

El color de los frutos citricos es uno de los principales atributos de calidad
comercial y un factor determinante en la aceptacion por los consumidores
(Lado et al., 2013). Los compuestos responsables del color de los frutos
citricos son los carotenoides, que confieren tonalidades que abarcan desde
el amarillo al rojo intenso (Gross, 1987). Desde el punto de vista quimico, los
carotenoides son isoprenoides Cyo, siendo una de sus caracteristicas mas
importantes la presencia de numerosos dobles enlaces conjugados en la
parte central de la molécula que actia como croméforo (Britton, 1995). En
las plantas, la biosintesis de carotenoides se produce en los plastidios, bien
en los cloroplastos en los tejidos fotosintéticos, o en los cromoplastos, en los
tejidos coloreados. En la Figura 1 se representa un esquema general de la
ruta de biosintesis de carotenoides en frutos citricos, indicando las enzimas
responsables de cada etapa (Rodrigo et al., 2013).
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FIGURA 1. Esquema general de la biosintesis de carotenoides en frutos
citricos. GGPP (geranilgeranil pirofosfato), PSY (fitoeno sintasa), PDS
(fitoeno desaturasa), ZDS (C-caroteno desaturasa), B-LCY (B-licopeno
cliclasa), €-LCY (e-licopeno ciclasa), B-CHX (B-caroteno hidroxilasa), e-CHX
(e-caroteno hidroxilasa), ZEP (zeaxantina epoxidasa), VDE (violaxantina de-
epoxilasa), NSY (neoxantina sintasa), CCDs (dioxigenasas de corte de
carotenoides).


http://www.ailimpo.com/).

La diversidad del color de la piel (flavedo) y la pulpa de los frutos de las
diferentes especies y variedades de citricos se debe a las diferencias en el
contenido y composicion de carotenoides (Gross, 1987). En general, la
biosintesis de carotenoides es mas activa en la piel que en la pulpa y, como
consecuencia, se acumula una mayor cantidad de carotenoides en la piel
(Gross, 1987). Los frutos de pomelo rojo deben su coloracion caracteristica
principalmente a la acumulacion del caroteno rojo licopeno y, en menor
proporcién, a otros carotenoides anaranjados como el 3-caroteno (Alquézar,
2008; Gross, 1987). Ademéds, estos frutos también acumulan cantidades
importantes de fitoeno y fitoflueno, que al ser carotenos incoloros no afectan
a la coloracién del fruto. En general, los carotenos (fitoeno, fitolueno y
licopeno) representan entre el 60 y 90% de los carotenoides totales en los
frutos de pomelo rojo. Dentro de las distintas variedades de este pomelo, la
variedad SR es una de las que alcanza tonalidades rojas mas intensas
(Rouseff et al.,1992), y en diferentes trabajos se ha determinado que la
concentracion de carotenoides totales oscila entre 40-60 y 15-50 ug/g en la
piel y la pulpa, respectivamente (Xu et al., 2006; Fanciullino et al., 2006).

Ademas de la importancia de los carotenoides en la calidad organoléptica
de los frutos, estos compuestos también son relevantes en la calidad
nutricional, ya que muchos de ellos tienen actividad provitamina A
(principalmente, B-caroteno, a-caroteno y B-criptoxantina) y una elevada
capacidad antioxidante. El licopeno es el que mayor capacidad antioxidante
presenta debido a la presencia de 11 dobles enlaces conjugados y ausencia
de grupos ciclicos en los extremos, que le confieren una mayor capacidad
para desactivar radicales libres y capturar oxigeno singlete respecto a otros
carotenoides (Omoni y Aluko, 2005; Clinton, 1998). Estudios epidemiol6gicos
han relacionado una ingesta regular de licopeno en la dieta y su acumulacion
en determinados 6rganos o tejidos con la reduccion del riesgo a padecer
enfermedades cardiovasculares, cancer de pristata o cancer de tracto
gastrointestinal (Rafi et al., 2013). Muchos estudios hacen referencia a que
la variedad SR sobresale por tener una mayor cantidad de compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante que otras variedades (Gorinstein et al.,
2005).

Asi mismo, la coloracion del fruto estd altamente influenciada por
diferentes factores exdgenos y condiciones ambientales, entre las que
destacan la temperatura y la luz (Casas y Mallent, 1988; Alquézar et al.,
2008a). En los frutos citricos, es conocido el efecto positivo de la luz en el
cambio de color, potenciando la acumulacion de carotenoides (revisado en
Alguézar et al., 2008a). Sin embargo, algunos estudios indican que en el
pomelo rojo SR los frutos localizados en el interior de la copa del arbol,
donde reciben menor incidencia luminica, presentan una coloracién roja mas
intensa y mayor contenido en carotenoides (Alquézar, 2008; Lado et al.,
2013). La acumulacion de licopeno en el pomelo rojo parece deberse a un
bloqgueo en la ruta de biosintesis de carotenoides, en concreto en la
transformacion de licopeno en (B-caroteno por la enzima B-licopeno ciclasa-2
(B-LCY2), lo que provoca la acumulacion de carotenos anteriores a este
paso (fitoeno, fitoflueno y licopeno) y una menor acumulacion de xantofilas
(Alquézar et al., 2009, 2013).



Por otro lado, la vitamina C, en forma de acido ascoOrbico (AAs) o
dehidroascérbico (DHA), es un compuesto hidrosoluble que no se acumula
en el organismo y, por tanto, es necesario mantener un consumo regular que
asegure un aporte nutricional adecuado (Lee y Kader, 2000). Los frutos
citricos, debido a su alto consumo tanto en fresco como en zumo, son una
de las principales fuentes de esta vitamina (Cruz-Rus et al., 2012). En la
industria alimentaria también se utiliza para la prevencién del pardeamiento
enzimatico, pérdida de aromas y sabores, o para extender la vida util del
producto. Otros usos del AAs son en la elaboracibn de suplementos
vitaminicos, en la alimentacion animal o en la industria cosmética (Hancock,
2009). Estudios realizados en tejidos de distintas variedades de frutos
citricos revelan que el contenido en AAs en el flavedo oscila entre 130-374
mg/100 g, que es mayor que en la pulpa (20-70 mg/100 g) (Sinclair, 1984;
Marti et al., 2009; Bermejo et al., 2011, Al6s et al.,, 2014). Ademas de
factores endbgenos, las condiciones climaticas de crecimiento en el arbol
también influyen en el contenido de AAs en los frutos y, en general, cuanto
menor intensidad luminica recibe el fruto durante su desarrollo y maduracion,
menor es su contenido en vitamina C (Harris, 1975).

Los frutos citricos una vez recolectados son habitualmente sometidos a
diversas condiciones postcosecha, dependiendo del destino o finalidad
comercial, que pueden afectar de forma importante al contenido de
carotenoides y, por tanto, a la pigmentacién externa e interna del fruto, y
también de AAs, entre otros parametros de calidad. Una de las condiciones
mejor estudiadas en los frutos citricos es el efecto de las bajas temperaturas
de conservacién y su efecto en diferentes compuestos bioactivos. En
naranjas ‘Navelina’, los frutos almacenados a 12°C durante un periodo
prolongado (5 a 7 semanas) desarrollaron mayor color en la piel y pulpa,
debido a un incremento en la concentracion de carotenoides, incluyendo la
B-criptoxantina y el apocarotenoide B-citraurina, que son los responsables
del color més intenso en la piel de los frutos (Carmona et al., 2012). Por otro
lado, a 2°C no se detectaron cambios significativos en la composicion de los
carotenoides ni en el color de los frutos (Carmona et al., 2012). En
mandarinas ‘Ortanique’ o ‘Satsumas’, sin embargo, no se observaron
cambios importantes en los carotenoides de los frutos conservados a 5-8°C
(Cohen et al., 1990; Matsumoto et al., 2009). La temperatura de
conservacion recomendada para los pomelos es superior a 10°C (Schirra et
al., 1992), pero en los tratamientos cuarentenarios contra la mosca del
Mediterraneo (Ceratitis capitata) los paises importadores exigen periodo de
17 dias a <2°C (Jatosti, 1997). Los frutos de pomelo son, entre los citricos,
de los mas sensibles a desarrollar dafios por frio durante la conservacién a
bajas temperaturas. Estos dafos se manifiestan como picados, hendiduras y
ennegrecimiento en la piel que deprecian considerablemente la calidad
comercial de los frutos (Lafuente y Zacarias, 2006). Por tanto, es de interés
conocer como afectan las diferentes temperaturas de conservacion al color y
al contenido en carotenoides en estos frutos.

Generalmente, en todas las frutas y hortalizas las elevadas temperaturas
y periodos prolongados de vida postcosecha disminuyen el contenido en
vitamina C (Adisa, 1986; Lee y Kader, 2000). Sin embargo, en algunos



cultivos sensibles al frio se producen mayores pérdidas de vitamina C a
bajas temperaturas (Lee y Kader, 2000). En general, el contenido en
vitamina C disminuye en los frutos citricos durante el almacenamiento a
elevadas temperaturas, sin embargo, las pérdidas respecto a otro tipo de
vegetales son menores debido a que el AAs es mas estable en las
condiciones &cidas presentes en los citricos (Nagy, 1980).

Por otro lado, los tratamientos de desverdizado con etileno son una
practica habitual en los frutos citricos de maduracion temprana, ya que
alcanzan un valor 6ptimo de maduracién interna pero la piel presenta
coloracion verde caracteristica de frutos inmaduros, no aceptable
comercialmente (Porat, 2008). Este tratamiento estimula la sintesis de
carotenoides y la degradacion de clorofilas en el flavedo, haciendo que el
fruto adquiera las tonalidades naranja-rojizas Optimas para su
comercializacién (Rodrigo y Zacarias, 2007; Chaudhary, 2012). Sin
embargo, la mayoria de estudios indican que la desverdizacién con etileno
no parece afectar la sintesis de carotenoides en la pulpa (Matsumoto et al.
2009).

Con los antecedentes, el principal objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto de dos condiciones postcosecha de interés; la temperatura de
conservacion (2°C y 12°C) y el tratamiento con etileno, en la acumulacion de
carotenoides y el contenido de vitamina C en la piel y la pulpa de frutos de
pomelo rojo ‘Star Ruby’.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y tratamientos postcosecha

Dada la estacionalidad de los frutos citricos, al inicio de este trabajo ya se
disponia en el laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia Postcosecha (IATA-
CSIC) del material vegetal necesario para llevar a cabo los andlisis
pertinentes. A continuacion se describen los experimentos postcosecha y el
material vegetal utilizado en este trabajo.

Experimento 1. Frutos de pomelo rojo (Citrus paradisi) de la variedad Star
Ruby (100 frutos) se recolectaron en el mes de noviembre de una parcela
comercial situada en el término de Lliria, con un indice de color externo (a/b)
de 0,21 e interno de 1,36 y se transportaron inmediatamente a las
instalaciones de la planta piloto del IATA-CSIC. Los frutos se dividieron en
dos lotes y se almacenaron durante 8 semanas a 2°C (lote 1) y 12°C (lote 2).
En el momento de la cosecha, a las 3 y 8 semanas de conservacién se
tomaron muestras de flavedo y pulpa, que se congelaron y trituraron en
nitrégeno liquido. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su analisis.

Experimento 2. Frutos de la misma variedad de pomelo rojo (40 frutos)
del Banco de Germoplasma de IVIA (Moncada) se taparon en el mes de
Julio con bolsas de plastico negras dejando la parte inferior de la misma
abierta a fin de favorecer la aireacion, pro evitando la exposicién directa a la
luz. Los frutos control (no tapados) y los tapados se recolectaron en el mes
de diciembre y se dividieron cada uno de ellos en dos lotes. Uno de los lotes



(20 frutos) se mantuvo en atmoésfera de aire a 20°C y una HR del 90%
durante 6 dias, mientras que el segundo lote se expuso a una corriente
continua de etileno (5 pL/L) durante el mismo periodo. A los 2 y 6 dias de
tratamiento se determiné el color externo de los frutos y se tomaron
muestras de flavedo y la pulpa. Las muestras se trituraron en nitrégeno
liquido y se almacenaron a -80°C hasta su analisis.

Extraccién y cuantificacion de pigmentos: carotenoides y clorofilas

La extraccién se realiz6 a partir de 0,5 g de flavedo y 1,5 g de pulpa
siguiendo el procedimiento descrito por Rodrigo et al. (2003) y Alquezar et al.
(2008). Brevemente, los carotenoides y clorofilas se extrajeron con metanol,
y posteriormente con una mezcla de Tris-HCI (pH 7) y cloroformo. Las
diferentes fases organicas combinadas se llevaron a sequedad con
rotavapor a 40°C y el residuo seco se redisolvi6 en una mezcla de
acetona/éter de petréleo/éter etilico para la determinacion de clorofilas
totales usando las ecuaciones descritas en Smith y Benitez (1955).
Posteriormente, los extractos se saponificaron y los carotenoides se
extrajeron repetidamente con una mezcla de éter de petréleo / éter etilico. El
extracto de carotenoides totales concentrado se llevé a completa sequedad y
se mantuvo en atmodsfera de N, a —20°C hasta el momento del analisis.
Todos los procesos se realizaron en ausencia de luz para evitar la
degradacion e isomerizacion de carotenoides.

Separacion, identificacion y cuantificacién de carotenoides por HPLC-
PDA

El extracto de carotenoides totales se disolvio en
metanol/acetona/cloroformo (3:2:5) y una alicuota de 20 uL se inyectd en un
sistema de HPLC con bomba cuaternaria acoplado a un detector de
fotodiodos (PDA) (Waters). La separacién de carotenoides se realizd
utilizando una precolumna y columna YMC Cso, en un gradiente ternario de
metanol/agua/metil tert-butil eter, segun las condiciones descritas por
Rodrigo et al. (2003) y Alquezar et al. (2008). La identificacion de cada
carotenoide se llevd a cabo mediante comparacion de los tiempos de
retencion y de los espectros de absorcion respecto a los indicados en la
literatura o de los estdndares puros disponibles (Rodrigo et al., 2003, 2004).
Para la cuantificacion se utilizaron curvas de calibrado de fitoeno, fitoflueno,
(—caroteno, luteina, a y B-caroteno, licopeno, B-criptoxantina, zeaxantina y 8-
B-apocarotenal (Rodrigo et al., 2006; Alquézar et al., 2008; Rodrigo et al.,
2013). El contenido de carotenoides totales se expresé como la suma de los
individuales.

Andlisis de acido ascorbico (AAs) y dehidroascorbico (DHA)
El contenido en AAs se determind siguiendo el protocolo descrito para

frutos citricos (AlGs et al., 2014). En resumen, la extraccion consistié en la
homogeneizacion de 0,5 de tejido (pulpa o flavedo) usando 5 mL de &cido



metafosforico al 2%, posteriormente se centrifug6é a 4500 rpm a 4°C durante
10 min. Para las muestras de flavedo se realiz6 una dilucién 1:3 con el
sobrenadante y acido metafosforico 2%, mientras que para las muestras de
pulpa se tomé todo el volumen del sobrenadante. El sobrenadante se filtré a
través de una columna C18 Sep Pak y seguidamente se diluyé con &cido
metafosforico 2% (1:4, v/v) y se inyectaron 20 ul en un sistema HPLC
(Dionex) con software Chromeleon (Dionex) que consta de una columna
Ultrabase C18 y un detector de fotodiodos (PDA). La fase moévil consistié en
metanol: agua pH 2,5 (15:85, v/v) a un flujo de 0,2 mL/min y la temperatura
de la columna se fij6 a 35°C. El area del pico cromatografico (longitud de
onda a 248 nm) correspondiente a AAs (7,5 min) se cuantificé mediante una
curva de calibrado realizada con AAs disuelto en acido metafosférico al 2%
abarcando concentraciones entre 1 y 100 pg/mL. El resultado final se
expres6 en mg de AAs/100 g de peso fresco.

Por otro lado, se tomaron 250 pL del extracto al que se afiadio 125 uL de
200 mM DTT preparado en 400 mM Tris-HCI con el objetivo de reducir el
DHA de la muestra para su cuantificacion. Tras 15 minutos de incubacion
con DTT, la reaccibn se detuvo con la adicibn de 125 pl de &cido
ortofosforico 8,5%, y se procedi6 a su andlisis segun esta descrito
anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Efecto de la temperatura de conservacion postcosecha sobre el
contenido y composicion de carotenoides y &cido ascorbico en frutos
de pomelo rojo Star Ruby

Con el objetivo de determinar la influencia de la temperatura de
conservaciéon en la acumulacién de carotenoides y el contenido en AAs en
frutos de pomelo rojo SR, se cosecharon frutos en el mes de Noviembre y se
almacenaron a 2°C y 12°C durante 8 semanas. En la Figura 2 se muestra la
apariencia de los frutos al inicio y al finalizar el periodo de conservacion. En
el momento de la cosecha, la piel de los frutos presentaba zonas verdes y
coloreadas (naranja/amarillo) y tras 8 semanas a 12°C alcanzaron una
coloracion rojiza uniforme en toda la superficie del fruto, mientras que los
almacenados a 2°C presentaron los sintomas caracteristicos del dafio por
frio (Schirra 1992; Lafuente y Zacarias, 2006), que se localizaron en las
zonas verdes de la piel. La coloracién de la pulpa no presentdé cambios
significativos tras el almacenamiento tanto a 2 como a 12°C.



Cosecha

8 semanas

FIGURA 2. Apariencia externa e interna de frutos de pomelo SR en el
momento de la cosecha (Noviembre) y después de 8 semanas de
conservacion a 2°C y 12°C.

Después de 8 semanas de conservacion el color de la piel de los frutos,
determinado como parametro Hunter a/b, fue significativamente mayor en
aquellos mantenidos a 12°C (Fig. 3A), mientras que en la pulpa no se
observaron diferencias importantes entre las dos temperaturas de
conservacion (Fig. 3B). El cambio de color de la piel de naranjas y
mandarinas a temperaturas refrigeradas intermedias (10-12°C) se atribuye a
una estimulacion de la biosintesis y acumulacion de carotenoides (Carmona
et al.,, 2012). Ademas, las temperaturas nocturnas alrededor de 10°C y
diurnas de 20°C son las 6ptimas para inducir el cambio de color durante la
maduracion natural de los frutos citricos (Wheaton y Stewart, 1973; Carmona
et al., 2012; Mesejo et al., 2012). Los resultados de este trabajo son acordes
con los de Chaudhary et al. (2014) en frutos de pomelo SR donde se
establece que 11°C es la temperatura minima para evitar la aparicion de
dafios por frio y el desarrollo de podridos durante un periodo de
almacenamiento de al menos 8 semanas
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FIGURA 3. Cambios en el color de la piel (A) y de la pulpa (B) de frutos de
pomelo SR (cosechados en noviembre) durante 8 semanas de conservacion
a 2°C y 12°C (d,dias; s, semanas). El color se expresa como la relacion de
los parametros Hunter a/b. Los datos corresponden a la media = ds de al
menos 10 frutos.

La coloracién de los frutos citricos esta determinada fundamentalmente
por dos familias de pigmentos, las clorofilas y los carotenoides, cuya



composicion y concentracion varia a lo largo del desarrollo y maduracién del
fruto, y puede verse afectada de forma importante durante la vida
postcosecha de los citricos (Rodrigo et al., 2013). Con el objetivo de estudiar
el efecto de la temperatura de conservacidbn sobre estos pigmentos se
determind la concentracion de clorofilas y de carotenoides totales e
individuales en las muestras de piel y pulpa descritas anteriormente. La
concentracion de clorofilas en la piel en el momento de la cosecha fue de
22,7 ug/g PF, manteniéndose relativamente similar (25,3 pg/g PF) después
de 3 semanas a 2°C y disminuyendo a 12°C (9 ug/g PF). No se detectaron
concentraciones apreciables de clorofilas en la piel de los frutos
almacenados 8 semanas ni en la pulpa, de acuerdo con la tonalidad
amarillenta-naranja o rojiza de estos tejidos.

El andlisis de la concentracion de carotenoides totales en el flavedo
mostré un aumento significativo (3-4 veces) en los frutos almacenados a
12°C con respecto a los de 2°C o los iniciales (Fig. 4). Este efecto es similar
al descrito en naranjas ‘Navelina’ y ‘Palmer Navel' almacenadas a
temperaturas similares (Van Wyk et al., 2009; Carmona et al. 2012). En
mandarinas Satsuma también se ha descrito un aumento de carotenoides
con la temperatura de almacenamiento (Matsumoto et al., 2009), mientras
gue en mandarinas ‘Or almacenadas a temperaturas inferiores a 8°C se
produjo una importante reduccién de la coloracién (Tietel et al., 2011).

En cuanto a la composicion y proporcion relativa de los diferentes
carotenoides individuales, la acumulacion de carotenos lineales (fitoeno,
fitoflueno y licopeno) aumento en la piel de frutos durante el almacenamiento
a 12°C (Fig. 4). Por otro lado, los carotenoides derivados del licopeno (-
caroteno y xantofilas) disminuyeron a esta temperatura, o que sugiriere una
mayor reduccion de la capacidad B-licopeno ciclasa, responsable de la
conversion de licopeno en B-caroteno, en los frutos de pomelo SR en estas
condiciones (Alquezar et al., 2009, 2013). De forma similar, en naranjas
"Navelina” el almacenamiento a 12°C también estimuld la acumulacion de
los carotenos fitoeno vy fitoflueno, xantofilas y sus derivados apocarotenoides
coloreados (Carmona et al., 2012). En los frutos almacenados a 2°C no se
detectaron cambios significativos en el contenido y composicion de
carotenoides tras 3 y 8 semanas de almacenamiento, tal como se ha
descrito en mandarinas "Satsuma” almacenadas a 5°C (Matsumoto et al.,
2009). También se detectaron en la piel otros carotenoides caracteristicos de
tejidos verdes, aunque en menor proporcion, como el B-caroteno, la luteina y
la violaxantina, que fueron en general, menores en los frutos almacenados a
12°C respecto a 2°C (Fig. 4). También, se detectaron trazas de a-caroteno y
la presencia de (-caroteno en los frutos almacenados a 12°C (datos no
mostrados).
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FIGURA 4. Concentracién de carotenoides totales y de los principales
carotenoides individuales identificados en la piel de frutos de pomelo rojo
SR, en el momento de la cosecha (Noviembre) y después de 3 y 8 semanas
de conservacion a 2°C (barras grises) y 12°C (barras negras).

Estos resultados parecen indicar que a 12°C existe una estimulacién de
la biosintesis y acumulacion de carotenos lineales hasta el licopeno, y que el
bloqueo en la conversién de licopeno en [(-caroteno, que existe en los
pomelos rojos (Alquézar et al. 2009, 2013), se mantiene a 12°C, ya que a
esta temperatura se acumulan los carotenoides anteriores de la ruta de
biosintesis (fitoeno, fitoflueno y licopeno) y disminuye la concentracion
xantofilas, que se forman a partir del licopeno (Fig. 4).
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FIGURA 5. Concentracion de carotenoides totales y de los principales
carotenoides individuales identificados en la pulpa de frutos de pomelo rojo
SR, en el momento de la cosecha (Noviembre) y después de 3 y 8 semanas
de conservacion a 2°C (barras gris claro) y 12°C (barras gris oscuro).

Los cambios en carotenoides individuales observados en la pulpa no
fueron tan importantes como los descritos en la piel. El contenido total no
presentd diferencias importantes entre los frutos recién cosechados y los
almacenados a 2°C y 12°C (Fig. 5). En mandarinas Satsumas también se ha
descrito que los carotenoides totales en la pulpa no se modifican e incluso se
reducen durante el almacenamiento a 5°C (Matsumoto et al., 2009). Sin
embargo, en naranjas Navelina se ha descrito un aumento en la proporcion
de xantofilas en la pulpa (principalmente B-criptoxantina, violaxantina y
anteraxantina) tras 5 semanas de almacenamiento a 12°C respecto a 2°C
(Carmona et al., 2012), sugiriendo que el efecto de la temperatura en la
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pulpa de los frutos citricos puede ser dependiente de la especie. Entre los
carotenoides individuales identificados destacé el licopeno, que fue el mas
abundante (aproximadamente entre 10 y 15 ug/g PF), seguido del fitoeno
(entre 10 y 5 ug/g PF). El fitoflueno y B-caroteno también se detectaron en
cantidades destacables (Fig. 5). Otros carotenoides minoritarios identificados
en la pulpa fueron un isémero cis del licopeno y el {-caroteno.

El contenido en AAs es un parametro de calidad nutricional importante
en los frutos citricos, los cuales se encuentran entre los diez primeros frutos
con mayor aporte de AAs a la dieta (Crus-Ruz et al., 2012). Puesto que el
DHA puede convertirse facilmente en AAs en el organismo humano, es
importante medir los dos compuestos para determinar la actividad de la
vitamina C en frutas y hortalizas (Lee y Kader, 2000). En el presente estudio,
se determinaron niveles bajos de DHA (15-19 mg/100 g) en la piel de los
frutos de pomelo SR. En cambio, no se detect6 la presencia de DHA en la
pulpa (datos no mostrados). El almacenamiento a 12°C provoc6 un aumento
de la acumulacion de AAs en la piel (Fig. 6A), mientras que no se detectaron
cambios en la pulpa (Fig. 6B). A 2 °C el contenido de AAs permaneci6
practicamente constante tanto en la piel como en la pulpa. Estos resultados
son similares a los descritos en pomelos almacenados a temperatura
ambiente 0 a 9 °C, en los que no se registraron cambios en el contenido de
AAs (Chebrolu et al., 2012). Es interesante mencionar que en la piel de los
frutos la concentracién en AAs fue mayor a 12°C que a 2°C, siendo estos
altimos frutos los que manifestaron sintomas de dafio por frio (Fig. 2). La
presencia de dafio por frio se ha relacionado con una disminucion acelerada
del contenido de AAs, y este fendmeno se puede producir incluso antes de
que se manifiesten los sintomas visibles de dafio (Miller y Heilman, 1952).
lzumi et al. (1984) estudiaron el efecto de diferentes temperaturas de
almacenamiento sobre el contenido de AAs en diferentes cultivos sensibles
al frio y observaron que el contenido en AAs disminuyd solamente en los
frutos sometidos a la temperatura que produjo dafio de frio, indicando una
relacién entre la sensibilidad o la manifestacion de los dafios por frio y el
contenido de AAs.

En la pulpa de los pomelos no se apreciaron diferencias en el contenido
de AAs durante la conservacion a 2°C y 12°C (Fig. 6B). Chaudhary et al.
(2014) estudiaron la variacion del contenido en AAs en zumo de pomelo rojo
SR durante 16 semanas de almacenamiento a 2°C y 11°C. La concentracion
de AAs a las 4 primeras semanas de almacenamiento no sufrié variaciones
significativas en concordancia con nuestros resultados. Sin embargo, a las 8
semanas se produjo una leve disminucion en los frutos almacenados a 12°C.
En el presente trabajo se ha observado una ligera disminucion de la
concentracion de AAs en la pulpa de los frutos almacenados a 2°C respecto
a los almacenados a 12°C (Fig. 6B).
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FIGURA 6. Cambios en el contenido en AAs en la piel (A) y la pulpa (B) de
frutos de pomelo SR en el momento de la cosecha (Noviembre) y después
de 3 y 8 semanas de conservacion a 2°C (barras gris claro) y 12°C (barras
gris oscuro).

2. Efecto del tratamiento postcosecha con etileno en frutos de pomelo
rojo Star Ruby, tapados y no tapados durante el desarrollo en el arbol,
sobre el contenido y composicién de carotenoides y AAs.

El tratamiento con etileno a frutos citricos es una practica postcosecha
habitual en variedades de maduracion temprana. Sin embargo, su efecto
sobre los pigmentos del pomelo rojo SR y el contenido de AAs es menos
conocido (Porat, 2008). Por otro lado, estudios previos indican que la
ausencia de luz, mediante tapado o embolsado, durante el desarrollo del
fruto de pomelo rojo SR en el arbol, estimula la coloracién externa y el
contenido en carotenoides (Lado et al., 2014). Por tanto, el objetivo de este
estudio fue caracterizar el efecto del tratamiento postcosecha con etileno
sobre la acumulacion de carotenoides y el contenido en AAs en frutos de
pomelo rojo SR que habian sido previamente cultivados o no en ausencia de
luz (tapados).

La Figura 7 muestra las diferencias en la coloracion externa de frutos de
pomelo SR tapados y no tapados y recolectados en el mes de Diciembre.
Este tratamiento, sin embargo, no modificé la coloracién interna del fruto. La
exposicion posterior de los frutos tapados y no tapados a etileno tampoco
altero sustancialmente el color respeto a los tratados en aire.

Cosecha Gdiasa 202C

FIGURA 7. Apariencia y coloracion externa e interna de frutos de pomelo SR
tapados (T) y no tapados (NT), en el momento de la cosecha (Diciembre) y
después de 6 dias de tratamiento a 20°C y 90% HR en una atmésfera de
aire (A) o de etileno (5 pL/L).
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Con el objetivo de profundizar en el efecto del etileno sobre el contenido y
composicion de pigmentos, se analizaron el contenido en clorofilas y
carotenoides totales e individuales. La concentracion de clorofilas en los
frutos no tapados recién cosechados fue de 19 ug/g PF, mientras que para
el resto de muestras el contenido fue despreciable. A pesar de no detectarse
diferencias en la coloracion externa de los frutos, el tratamiento con etileno
estimul6 la acumulacion de carotenoides totales en la piel de ambos tipos de
frutos. Asi, los frutos tratados con etileno presentaron entre 1,5 y 2 veces
mas carotenoides totales que los frutos tratados en aire (Fig. 8). De forma
similar, el tratamiento con etileno en mandarinas y naranjas estimula la
acumulacién de carotenoides y la trascripcion de diferentes genes de su
biosintesis (Rodrigo y Zacarias, 2007; Alos et al., 2013). Sin embargo, este
efecto del etileno se restringié Unicamente a la piel, ya que no se detectaron
cambios en el contenido de carotenoides en la pulpa (Fig. 9), de acuerdo con
resultados descritos previamente (Porat et al., 2008).

El andlisis de carotenoides individuales en la piel mostré que los
carotenoides mayoritarios fueron fitoeno, fitoflueno, licopeno y p-caroteno. El
tratamiento con etileno estimulé la acumulacién de fitoeno, fitoflueno y
xantofilas, principalmente cis-violaxantina, en la piel de los frutos tapados y
no tapados (Fig. 8). Es interesante mencionar que en los frutos tapados
también se produjo un aumento importante de la concentracién de licopeno
(2 veces) en respuesta al etileno (Fig. 8). Estos resultados son similares a
los descritos en mandarinas Satsuma o naranjas Navelate, donde el etileno
estimulé la acumulacion de carotenoides lineales (fitoeno y fitoflueno) y
xantofilas (B-criptoxantina, violaxantina) en la piel (Rodrigo y Zacarias, 2007,
Matsumoto et al., 2009). Por otro lado, y al igual que ocurri6 con los
carotenoides totales, no se detectaron efectos consistentes del tratamiento
con etileno sobre los carotenoides individuales en la pulpa (Fig. 9), al igual
gue se ha descrito en frutos de otras variedades de citricos (Matsumoto et
al., 2009).

15



Total Carotenoides

NT T
Cosecha

AEtAEt

6 ~— 6dias

Fitoeno

1

Fitoflueno

Licopeno

1l
1

15 - 0
Luteina
1,2 8

0,9

. ﬂ :
0,3

! 2
0o LI

ug/ g PF
ug/ g PF

p—caroteno
I ﬁWII

NT T A Et A Et 20
Cosecha NT T g

6 dias 15

1,0

ug/ g PF

0,5

t-violaxantina

il

ug/ g PF

3,6
3,0
w 24
o
> 1,8
k=)
=12
0,6

TNt T

cis-Licopeno

A Et A Et
Cosecha NT T
6 dias

cis-violaxantina

»

0,0

FIGURA 8. Concentracion de carotenoides totales y de los principales
carotenoides individuales identificados en la piel de frutos de pomelo rojo
tapados (T) y no tapados (NT), en el momento de la cosecha
(Diciembre) y después de 6 dias de tratamiento a 20°C y 90% HR en una

SR,

NT T A Et A Et
Cosecha NT T

6 dias

atmosfera de aire (A) o de etileno (5 pL/L).

0,0

NT T A Et A Et

Cosecha NT T

6 dias

16



Total Carotenoides

L 40
gso
=20

0

NT T A_FEt A Et
Cosecha NT T
16 6 dias
14 LFitoeno
12 T
w 10
o
° e
[=)
> 4
2
0
i Fitoflueno
4
& 3 i
2
22
1
0
25 LLicopeno 16 cis-Licopeno
& 20 L W12
=2} o
= 1
5 1° — 208
10 2
5 04
0 00— 7 A _Et A Et
4 p—caroteno ;Lj* Cosecha NT T
L 6 dias
a3
o
22
1
oL /I
0,25 1 Zeaxantina
& 0,20
20,15
[=}
=0,10
0,05
0,00
NT T A Et A Et
Cosecha NT T

6 dias

FIGURA 9. Concentracién de carotenoides totales y de los principales
carotenoides individuales identificados en la pulpa de frutos de pomelo rojo
SR, tapados (T) y no tapados (NT), en el momento de la cosecha
(Diciembre) y después de 6 dias de tratamiento a 20 °C y 90% HR en una
atmosfera de aire (A) o de etileno (5 pL/L).

La concentraciéon de AAs en la piel y pulpa de frutos tapados y no
tapados en el momento de la cosecha y tras el tratamiento postcosecha con
etileno se muestra en la Figura 10A. La concentracién de AAs en la piel fue
en todos los casos ligeramente superior en frutos no tapados que en los
tapados (Fig. 10A). A pesar de que la luz no es esencial para la formacién
del AAs en las plantas, la cantidad e intensidad luminica que percibe el fruto
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en el arbol influye de forma positiva en su acumulacién de AAs (Harris, 1975;
Lee y Kader, 2000). En la pulpa de los frutos no se observaron cambios
importantes en la concentracion de AAs tanto entre frutos tapados y no
tapados (Fig. 10B). Durante el periodo postcosecha evaluado, el contenido
de AAs en la piel de los frutos tapados y no tapados aumento
aproximadamente un 30% respecto al momento de la cosecha, tanto en
presencia de etileno como de aire (Fig. 10A). En la pulpa, no se observaron
cambios importantes o una ligera disminucion en el contenido de AAs
respecto a los valores en el momento de la cosecha, coincidiendo con
resultados previos (Chaudhary et al., 2012). No se detectaron contenidos
significativos de DHA (datos no mostrados).

250 40

200 e

[
=}

150

mg/100 g PF
mg/100 g PF
N
o

100

=
o

50

Ot 7 A Et A Et 0 NT T A B A E
Cosecha N T Cosecha NT T
6 dias 6 dias

FIGURA 10. Contenido en AAs en la piel (A) y la pulpa (B) de frutos de
pomelo SR, tapados (T) y no tapados (NT), en el momento de la cosecha
(Diciembre) y después de 6 dias de tratamiento a 20°C y 90% HR en una
atmosfera de aire (A) o de etileno (5 pL/L).

Estos estudios muestran que el tratamiento con etileno puede utilizarse
en pomelo rojo SR como una estrategia interesante para inducir la
acumulacién de carotenoides en la piel de los frutos, aunque no se refleja
directamente en un mayor indice de color, sin afectar negativamente a la
calidad nutricional de la pulpa, ya que tanto los carotenoides como el AAs
permanecieron practicamente constantes.

CONCLUSIONES

1. El almacenamiento prolongado de frutos de pomelo SR a 12°C aumenta
el contenido de carotenoides lineales fitoeno, fitoflueno y licopeno en la
piel y, al mismo tiempo, disminuye la concentracién de xantofilas.

2. La conservacion a 12°C increment6 igualmente el contenido en AAs en la
piel de los pomelos SR.

3. A 2°C se produjeron dafios por frio en la piel de los frutos. A esta
temperatura no se modificd sustancialmente el contenido y la composicion
de carotenoides y se redujo el de AAs.

4. El tratamiento postcosecha con etileno durante 6 dias no modifico,
respecto al aire, la coloracion externa de los frutos de pomelo SR, tanto
en los frutos previamente tapados como los no tapados. Sin embargo, el
etileno incremento el contenido de fitoeno, fitoflueno y cis-violaxantina.
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5. En los frutos tapados, el tratamiento con etileno aumentd
considerablemente el contenido de licopeno en la piel.

6. La concentracién de AAs en la piel fue superior en los frutos no tapados
qgue en los tapados en el momento de la cosecha, y se incrementé en
todos los casos a 20°C, tanto en aire como en etileno.
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