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RESUMEN

El efecto de las diferentes condiciones de conservacion postcosecha en las
modificaciones cualitativas y cuantitativas de carotenoides en los frutos citricos es muy poco
conocido. El objetivo de este trabajo ha sido caracterizar el efecto de la temperatura de
conservacion (2 y 12 °C) en el contenido y la composicion de carotenoides en el flavedo y
pulpa de naranjas (Citrus sinensis cv. Navelina) recolectadas en diferentes estadios de
maduracion. El almacenamiento a 12 °C promoviéo de forma significativa la coloracion
externa de los frutos, mientras que a 2 °C apenas lo modificé. El anélisis de la evolucion del
contenido y la composicion de carotenoides mediante HPLC-PDA mostrd que, durante el
almacenamiento a 2 °C no se produjeron cambios relevantes ni en el flavedo ni en la pulpa.
Sin embargo, a 12 °C, el aumento de color estuvo acompafiado de un importante aumento en
la concentracion de carotenoides, en ambos estadios. Este incremento se produjo
principalmente en la concentracion de B-criptoxantina, B-citraurina y violaxantina en el
flavedo y de B-criptoxantina y violaxantina. Durante al almacenamiento a 12 °C también se
produjo un aumento de los carotenoides lineales incoloros fitoeno y fitoflueno, tanto en el
flavedo como en la pulpa, lo que indica que el efecto de esta temperatura se ejerce desde las
etapas mds tempranas de la ruta biosintesis de carotenoides. El efecto del almacenamiento a
12 °C sobre el color y el contenido de carotenoides fue mas intenso en los frutos recolectados
en un estado de maduracién menos avanzado (virando de color).

Keywords: Citrus sinensis-colour-high performance liquid chromatography (HPLC)-
postharvest treatment.

ABSTRACT

The effect of postharvest storage conditions on qualitative and quantitative carotenoid
composition in citrus fruits is not well known. The objective of this work has been to
characterize the effect of storage temperature (2 y 12 °C) on the content and composition of
carotenoids in the flavedo and pulp of orange fruits (Citrus sinensis cv. Navelina) at different
maturation stages. Exposition of Navelina fruits at 12 °C promoted external coloration,
whereas at 2 °C peel color of fruits was hardly modified. Evolution of the carotenoid content
and composition in the flavedo and pulp of fruits stored at 2 °C and 12 °C was determined by
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HPLC-PDA. In general, results showed that carotenoid content and composition did not
change in the peel and pulp of fruits during postharvest storage at 2 °C. Interestingly, the
increase of color observed in the peel of Navelina fruits stored at 12 °C was accompanied by
an increment of total carotenoid content in both maturation stages. The increase of carotenoid
content at 12°C was mainly due to B-cryptoxanthin, B-citraurin and violaxanthin in the
flavedo, and to B-cryptoxanthin and violaxanthin in the pulp. On the other hand, the
significant increase of colorless carotenoids phytoene and phytofluene in flavedo and pulp of
fruits stored at 12°C, suggests that the effects of exposition of fruits at 12 °C stimulates
carotenoid biosynthesis at the initial steps of the pathway. The effect of storage at 12 °C
observed in color and content of carotenoids was more in evident in the less mature fruits.

INTRODUCCION

El color de la piel y de la pulpa de los frutos citricos son atributos importantes para
definir su calidad. En la comercializacion de estos frutos para su consumo en fresco se
relaciona, generalmente, su color externo con la madurez interna, sin embargo, dichos
procesos son independientes (Pascual et al., 1993; Meléndez-Martinez et al., 2007). El color
caracteristico de las naranjas y mandarinas se debe principalmente a los pigmentos
carotenoides, que son una importante familia de compuestos isoprenoides (Gross, 1987).
Ademas, algunos carotenoides, como el B-caroteno y la B-criptoxantina, presentes en la pulpa
de los frutos citricos tienen una importante actividad provitamina A (Olson, 1989; van den
Berg et al., 2000; Meléndez-Martinez ef al., 2005a). En los Gltimos afios, el interés por estos
compuestos se ha incrementado considerablemente, debido al papel que se les ha atribuido en
la prevencion de diferentes enfermedades (Olson, 1989; Fraser y Bramley, 2004). Por tanto, el
contenido y composicion de carotenoides en la piel y en la pulpa de frutos de naranjas y
mandarinas tiene una gran importancia, tanto en la calidad comercial como en la calidad
nutricional. .

Durante la maduracion de los frutos citricos, el color de la piel varia como resultado de
los cambios coordinados entre el contenido y composicién de carotenoides y la degradacion
de las clorofilas (Gross, 1987). Los tratamientos postcosecha también pueden influir en el
color de los frutos. Estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio muestran que el curado
térmico de los frutos puede provocar una pérdida del color en el flavedo y que este efecto se
puede revertir mediante la aplicacion del etileno (Carmona et al., 2006). La conservacion a
bajas temperaturas es la técnica mds utilizada hoy en dia para alargar la vida postcosecha y
preservar la calidad de los frutos citricos. Ademads, el almacenamiento a temperaturas
inferiores a 2 °C es un requisito exigido en los tratamientos de cuarentena para la exportacion
de frutos a Japoén y EEUU. Sin embargo, los frutos de determinadas variedades de citricos son
sensibles a desarrollar dafios por frio cuando se almacenan a temperaturas inferiores a 10° C,
lo que deprecia su valor comercial y genera importantes pérdidas econdmicas. Actualmente,
se desconoce el efecto de la temperatura de conservacion en la biosintesis y acumulacion de
carotenoides, tanto en la piel como en la pulpa de los frutos citricos. Por tanto, el objetivo de
este trabajo ha sido el estudio del efecto del almacenamiento a 2° y 12°C en la acumulacion y
composicion de carotenoides en la piel y la pulpa de frutos de naranja Navelina recolectados
en dos estadios de maduracion.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y condiciones de conservacion postcosecha

Se utilizaron frutos de naranja de la variedad Navelina, (Citrus sinensis L. Osbeck)
procedentes de una parcela comercial (Lliria, Valencia). Los frutos recolectados eran

454



V CONGRESO IBEROAMERICANO DE TECNOLOGIA POSTCOSECHA Y AGROEXPORTACIONES 2007

similares en tamafio y no presentaban defectos en la piel. Una vez cosechados se midio el
color de la piel en todos los frutos, usando un colorimetro Minolta (CR-300), como se
describe en Rodrigo y Zacarias (2007). El color del flavedo se expresa como el cociente de los
parametros Hunter a/b, cuyos valores son negativos para frutos verdes y positivos para frutos
naranjas. Se cosecharon frutos de naranja Navelina en dos estadios de coloracion: 1) virando,
con un cociente a/b de -0,11, y 2) frutos que presentaban una coloracion externa mas
avanzada, con un a/b de 0,44. Los frutos se almacenaron en camaras a 2°y 12 °C durante 7
semanas. A lo largo del almacenamiento se midi6 regularmente el color y cada semana se
tomo muestra del flavedo (parte externa coloreada de la piel del fruto) y de la pulpa, se
congeld en nitrogeno liquido, se triturd y se almaceno a -80 °C hasta su andlisis. Los datos de
color de los frutos se expresan como la media + DE de 30 réplicas.

Determinacion del indice de madurez

Los frutos se exprimieron con un exprimidor rotatorio y el zumo se filtré a través de
un tamiz. El contenido en soélidos solubles totales, expresado como °Brix, se determind
depositando una alicuota del zumo en un refractometro digital (Atago). La acidez del zumo se
valor6 titulando 5 mL de zumo con NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina como indicador y
expresando la acidez como porcentaje de 4cido citrico. El indice de madurez se calculé como
el cociente entre el contenido en sélidos solubles totales y el porcentaje de acidez.

Extraccion, identificacion y cuantificacion de carotenoides por cromatografia liquida de
alta resolucion acoplada a un detector de fotodiodos (HPLC-PDA)

Los carotenoides se extrajeron siguiendo la metodologia desarrollada previamente en
nuestro laboratorio (Rodrigo ef al., 2003). Los carotenoides se extrajeron con metanol y con
una mezcla de Tris-HCI, pH 7, y cloroformo. Las diferentes fases orgénicas combinadas se
llevaron a sequedad a 40 °C y el residuo seco de redisolvid en una mezcla de acetona/éter de
petréleo/éter etilico. Posteriormente se saponifico el extracto y se extrajeron los carotenoides
repetidamente con una mezcla de éter de petroleo/éter etilico. El contenido total de
carotenoides se determind midiendo la absorbancia a 450 nm, expresdndose como pg de
equivalentes de B-caroteno/g peso fresco. El extracto de carotenoides totales concentrado se
llevo a sequedad y se mantuvo en atmoésfera de N, a -20 °C hasta el momento del analisis.

Las muestras se disolvieron posteriormente en metanol/acetona y se inyectaron en un
sistema HPLC con una bomba cuaternaria acoplada a un detector PDA (Waters). La
separacion de carotenoides se realizé utilizando una precolumna y columna YMC C30, en un
gradiente ternario de metanol/agua/metil fert-butil éter segun las condiciones descritas por
Rouseff ef al. (1996) y Rodrigo et al. (2003). La identificacion de carotenoides se realizd
mediante comparacion de los tiempos de retencion y de los espectros obtenidos, respecto a los
indicados en la literatura en similares condiciones o de los estandares puros (Malachi et al.,
1974; Britton, 1995; Lee, 2001; Rodrigo et al., 2004; Rodrigo y Zacarias, 2007). De cada
muestra se realizaron un minimo de dos extracciones independientes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evolucion del color y del indice de madurez durante el almacenamiento de frutos de
naranja Navelinaa 2 °Cy 12 °C

Durante el almacenamiento a 12 °C, los frutos de la naranja Navelina con un indice a/b
inicial de -0,11 experimentaron un aumentd considerable del color del flavedo, alcanzando un
valor a/b de 0,67 después de las 3 primeras semanas. Posteriormente, el color del fruto se
mantuvo relativamente estable (a/b 0,73) (Figura 1). En los frutos almacenados a 2 °C, sin
embargo, el color solo se incrementd ligeramente, llegando a un a/b de 0,13 al final del
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almacenamiento. El aumento en la coloracion de los frutos durante al almacenamiento a 12 °C
también se produjo en los frutos de la naranja Navelina recolectados en un estado de
maduracion mas avanzado (a/b = 0,44) (Figura 1). En general, independientemente del
estadio inicial en el que se cosecharon los frutos, el almacenamiento a 12 °C promovié de
forma significativa la coloracion de los mismos, aunque este cambio es mas apreciable en los
frutos con un estadio de maduracion menos avanzado, mientras que, durante el
almacenamiento a 2 °C el color no experimentd cambios importantes.

El indice de madurez de los frutos virando en el momento de la recoleccion fue de
6,17, respecto a 7,6 en los mas coloreados. Este parametro varié ligeramente a lo largo del
almacenamiento a 12 °C en los frutos mas coloreados, alcanzandose un indice de 8,7 a las 7
semanas de conservacion, mientras que en los frutos virando se mantuvo constante a lo largo
del almacenamiento (6,65). Por el contrario, el almacenamiento a 2°C incremento
ligeramente el indice de maduracidon interna (7,55) en los frutos virando, mientras se mantuvo
constante en los mas coloreados (7,87).

Identificacion de carotenoides por HPLC-PDA en el flavedo y la pulpa de frutos de
naranja Navelina.

La identificacion de los carotenoides en el flavedo y en la pulpa de naranjas Navelina
se realizo mediante HPLC-PDA. Se identificaron un total de 20 carotenoides y el perfil
caracteristico de estos compuestos difiri6 entre el flavedo y la pulpa (Tabla 2). El
apocarotenoide [-citraurina, que es uno de los carotenoides mas abundante en la piel de
naranjas, no se detect6 en la pulpa, en concordancia con trabajos previos (Meléndez-Martinez
et al., 2003; Meléndez-Martinez et al., 2005b; Xu et al., 2006). Los carotenoides identificados
como mutatoxantina, B-caroteno y {-caroteno, se detectaron exclusivamente en el flavedo. Sin
embargo, en trabajos anteriores se ha descrito la presencia de estos carotenoides en zumo de
naranja Valencia (Rouseff ef al., 1996; Wingerath et al., 1996; Gama y Sylos, 2005). Se han
detectado, ademads, 6 carotenoides denominados compuestos 1-6 (Tabla 2), que presentaron
espectros tipicos de carotenoides, pero a los que no se les pudo asignar ninguna identidad
especifica. Entre ellos, destacan los compuestos 3, 5 y 6 que se detectaron exclusivamente en
la pulpa.

Evolucion del contenido y composicion de carotenoides en frutos de naranja Navelina
durante el almacenamiento a 2 °Cy 12 °C

La conservacion a 12 °C incrementd el contenido de carotenoides en la piel. Este
efecto fue mas acusado en los frutos recolectados en un estadio de maduracién mas avanzado
(a/b = 0,44), donde al final del almacenamiento se triplicd la concentracion inicial de
carotenoides totales en la piel (Tabla 1). En los frutos cosechados en un estadio de
maduracion menos avanzado (a/b = -0,11) este efecto fue menor, duplicandose el contenido
inicial al final del periodo de almacenamiento. Durante el almacenamiento a 12 °C también
aumento el contenido de carotenoides en la pulpa en ambos estadios, aunque este aumento fue
ligeramente mayor en los frutos mas maduros (Tabla 3). El contenido de carotenoides totales
en la pulpa y en el flavedo de los frutos almacenados a 2 °C se mantuvo constante a lo largo
de todo el periodo de almacenamiento (Tabla 1 y Tabla 3), independientemente del estadio de
maduracion de los frutos. Los carotenoides mayoritarios en la piel de los frutos cosechados
con un a/b = 0,44 fueron violaxantina, [B-criptoxantina, fitoeno y fitoflueno, y el
apocarotenoide B-citraurina (Tabla 1). Los carotenoides incoloros fitoeno y fitoflueno fueron
los que mas aumentaron su contenido, 18 y 124 veces, respectivamente, durante las 7 semanas
de almacenamiento a 12 °C. El contenido de estos carotenoides también aumentd durante el
almacenamiento a 2 °C, aunque en menor proporcion, el fitoeno aument6d 3,6 veces y el
fitoflueno 21,2. El contenido de violaxantina, que es el carotenoide mas abundante en el
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flavedo de Navelina, se duplicé durante el almacenamiento a 12 °C, mientras que a 2 °C se
mantuvo constante. La [-criptoxantina se incrementd 2 y 3 veces a lo largo del
almacenamiento a 2 y 12 °C, respectivamente. La concentracion del apocarotenoide [3-
citraurina aument6 3,2 veces en el flavedo de los frutos almacenados a 12 °C, mientras que en
el flavedo de frutos conservados a 2 °C disminuy¢ 1,5 veces su contenido inicial.

Los carotenoides mayoritarios en la pulpa, al igual que en el flavedo, fueron la
violaxantina, el fitoeno, el fitoflueno y la B-criptoxantina (Tabla 3). El contenido de fitoeno
en la pulpa, aumento6 22 veces a lo largo de la conservacion a 12 °C, mientras que a 2 °C no
varid. Por otro lado, el contenido de fitoflueno en pulpa se mantuvo constante tanto a 12 °C
como a 2 °C. El carotenoide coloreado B-criptoxantina aumentd 14 veces durante las 7
semanas de almacenamiento a 12 °C, mientras que en los frutos a 2 °C incrementd
aproximadamente 3 veces. El contenido de violaxantina aproximadamente se triplico en los
frutos a 12 °C, mientras que en los almacenados a 2 °C no se modifico.

El efecto de los factores ambientales en la carotenogénesis de los frutos citricos se ha
estudiado desde hace afios (Casas y Mallent, 1988). En particular, se ha descrito que la
rapidez con que se alcanza la coloraciéon méaxima de los frutos citricos en campo depende de
las diferencias de las temperaturas entre el dia y la noche durante el periodo de cambio de
color y que la temperatura Optima para la sintesis de los carotenoides f-criptoxantina, P3-
citraurina y violaxantina se situa entre 12 y 14 °C (Sonnen et al., 1979; Casas y Mallent,
1988). Los resultados de este trabajo muestran que el almacenamiento postcosecha a 12 °C
también estimula la coloracion externa de los frutos de la naranja Navelina, debido a un
aumento significativo en la concentracion de la mayoria de los carotenoides (Tabla 1 y Tabla
3) lo que sugiere que el proceso de induccidon y acumulacion de carotenoides prosigue en los
frutos separados del arbol y mantenidos a esa temperatura inductiva. Este incremento de
carotenoides en el flavedo y en la pulpa fue mas significativo en los frutos mas coloreados
que en los frutos virando de color. El contenido en [-citraurina, B-criptoxantina y
violaxantina, aument6 de forma importante en la piel de los frutos tras el tratamiento a 12 °C,
al igual que el fitoeno y el fitoflueno. Sin embargo, en la pulpa, el incremento més importante
fue de la B-criptoxantina y la violaxantina, mientras que el aumento de los carotenoides
incoloros lineales fue menos significativo. El aumento del contenido de fitoeno y fitoflueno,
productos de las primeras etapas de la ruta de biosintesis de carotenoides, durante el
almacenamiento a 12 °C, parece indicar que la estimulacion de la biosintesis de carotenoides
se produce desde las etapas mas tempranas de la ruta. Durante la maduracion de los frutos de
los frutos citricos, el aumento de color conlleva un aumento de la concentracion de
violaxantina y del apocarotenoide p-citraurina en el flavedo y de violaxantina y f-
criptoxantina en la pulpa, ademas de otros carotenoides iniciales de la ruta (Rodrigo et al.,
2004; Kato et al., 2004; Alquezar et al., 2005). Los resultados de este trabajo demuestran que,
la conservacion de los frutos a 12 °C mimetiza los cambios en carotenoides que se producen
durante la maduracion de los frutos, ya que se alcanzan contenidos y distribuciones de estos
compuestos similares a los que ocurren durante la maduracidén natural de los frutos en el
arbol.

CONCLUSIONES

El anélisis de la evolucion del color, el contenido y la composicion de carotenoides en
los frutos de naranjas Navelina almacenados a 2° y 12 °C muestra que el tratamiento a 12 °C
incremento el contenido de la mayoria de los carotenoides presentes tanto en el flavedo como
en la pulpa de naranja Navelina. Los carotenoides responsables del aumento del color de la
piel en los frutos almacenados a 12 °C  son fundamentalmente la B-criptoxantina y
violaxantina, y el apocarotenoide -citraurina, que confieren una tonalidad naranja-rojiza a los
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frutos. El incremento de color en la pulpa se correlaciona con el aumento de la B-criptoxantina
y violaxantina. Ademas, el almacenamiento a 12 °C increment6 el contenido de fitoeno y
fitoflueno, productos de las primeras reacciones de la biosintesis de carotenoides, lo que el
efecto de la temperatura de conservacion se produce desde las etapas inciales de la ruta de
biosintesis. El almacenamiento a 2 °C, sin embargo, no produjo cambios significativos en el
contenido y la composicion de carotenoides.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 2. Caracteristicas cromatograficas y espectroscopicas de los carotenoides mas
relevantes identificados en el flavedo y pulpa de naranja Navelina (Citrus sinensis L. Osbeck)

Observado Literatura
Carotencide A may (NI} f:ilj Amay (NI} f:f:: Ref.
Compuesto 1 408,431,459 57
Compuesto 2 405,428,456 74
Compuesto 3 * 398,420,447 97
«@!l-E-violaxantina 411,437,468 92 416,438,467 87  Britton, 1995
J(s’-'Citraurin.stb 458 0 456 0  Malachi, 1974
(?Z)-Viclaxantina cis326,410,434,463 95 cis326,416,440,465 98  Britton, 1995
Compuesto 4% 414,439,462 40
Luteoxantina® 393,416,442 90 397,419,445 62  Lee, 2001
Luteina® 418,444,472 65 421,445,474 60  Britton, 1995
Compuesto 5% 425,451 61
Compuesto 6* 424,446 467
Zeaxantina 430,450,478 35 428,450,478 26
Anteraxantina® 440,467 58 422,444,472 55  DBritton, 1995
Mutatoxantina* ® 424,448 74 409,427,457 50  Britton, 1995
a- Criptoxantina 419,445,473 72 421,445,475 60  Britton, 1995
Fitoeno 273,285,300 10 276,286,297 10 Britton, 1995
Fitoflueno 331,346,364 91 331,348,367 90  Britton, 1995
f3-Criptoxantina 423,450,479 30 428,450,478 27  Britton, 1995
f-Caroteno b 426,451,478 31 425,450,477 25  DPritton, 1995
é’-Carc-tenob cis 295,376,397,423 75 cis296,374,395419 71  Cunnigham,1985
*Identificado de forma tentativa.
#Identificado sélo en pulpa.
" Identificado séloen flavedo.
Contenido (g g PF )
. 3 Semanas 7 Semanas
Carotenoide (0 Semanas
20 C 12° C 2°C 12° C
Fitoeno 126 0,10 0,64+024 4,39 +£2,00 450 £0,53 22,80 +£407
Fitoflueno 0,05+0,05  0,06+0,04  0,85+0,40 1,06 £0,17 6,21 £0,78
Violaxan tina" 20,80+ 1,68 2136+1,83 23,42+3,49  19,00+£023 36,86 +1,64
B-Criptoxantina 0,33 20,08  0,31£0,03 0,46 +0,04 0,93 £0,20 0,76 £0,28
p-Citraurina 120£0,50  0,42+015 229 +0,29 0,78 +£0,04 4,42 +0,09
Carotenoides 32,00 +£2,00 31,60 £0,70 44,65+445 3575045 91,85+ 4,05
Totales

L - -
Isémeros cis ¥ trans
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Tabla 3. Evolucion del contenido de los carotenoides mayoritarios en la pulpa de frutos de
naranja Navelina cosechados con un color inicial a/b = 0,44, durante el almacenamiento a

2°y 12°C
Contenido (Ug g PF™)
. 3 Semanas 7 Semanas
Carotenoide 0 Semanas
2*C 12° C 2*C 12 C
Fitoeno 001 + 0,01 0,02 + 0,02 0,16 + 0,01 0 0,22 + 0,06
Fitoflueno 0 0,01 +£0,00 0,04 + 0,01 0 0,05 + 0,01
f-Criptoxantina 0,19+ 0,01 0,69 +0,02 1,73 0,31 0,560,055  2,70+0,11
Violaxantina 2,59+ 0,10 3,87 0,88 590+0,55  324+0,31  6,86+045
Carotenoides
825+0,15 1070060 12,90 £1,50  9,92£0,03 2046 0,70
Totales
" Isomeros cis y trans
12
1,0 1
0.8 -
=
-] -
E -E 0.6
=R
2 041
=3
0.2
0.0
_0,2 T T T T T T

Dias

50 60

Figura 1: Evolucion del color (relacion a/b ) en la piel de los frutos de la naranja Navelina
durante el almacenamiento a 12 °C (e) y a 2 °C (0) en dos estadios de maduracion diferentes,
frutos virando de color (linea continua) y frutos coloreados (linea discontinua).
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