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Resumen:
							                           
En semillas, tejidos placentarios y piel de la fruta de naranjilla (Solanumquitoense) cosechada en cinco grados de madurez (GM) se analizaron: tasa respiratoria (TR), vitamina C, color superficial (L*, a*, b*, Cr y °H), distribución de clorofila, carotenoides, azúcares totales, compuestos fenólicos y capacidad antioxidante. La TR y vitamina C se incrementan mientras avanza la maduración alcanzando los mayores valores en los GM 5, y 4 y 5, respectivamente. Por otro lado, el color verde de los GM 1, 2 y 3 está relacionado con altos contenidos de clorofila. El color amarillo de los GM 4 y 5 se relaciona con un incremento de carotenoides (pigmento amarillo/naranja) y disminución de clorofila. El análisis de azúcares reductores y compuestos fenólicos en semillas, tejidos placentarios y piel del fruto permitió comprobar que la piel es la zona del fruto en el que se presentan mayoritariamente estos compuestos, seguida de los tejidos placentarios y semillas, y que también aumentan durante la maduración. La capacidad antioxidante aumenta durante la maduración siendo diferente en las tres zonas del fruto. Los tejidos placentarios presentaron mayor capacidad antioxidante, seguidos de la piel y semillas. Siendo la piel y semillas subproductos agroindustriales, es importante conocer su composición con el fin de buscar una aplicación que permita su aprovechamiento, por ejemplo, en el desarrollo de nuevos productos alimenticios.



Palabras clave: carotenoides, color, estados de madurez, fenoles totales, vitamina C.
		                         


Abstract:
						                           
The following parameters were analyzed in naranjilla (Solanum quitoense) harvested at five maturity index (MI): respiratory rate (TR), vitamin C, surface color (L*, a*, b*, Cr and °H), chlorophyll distribution, carotenoids, total sugars, phenolic compounds and antioxidant capacity in seeds, placental tissues and fruit skin. TR and vitamin C increase as maturation progresses reaching the highest values in MD 5, and 4 and 5, respectively. On the other hand, the green color of MD 1, 2 and 3 is related to high chlorophyll content. The yellow color of MD 4 and 5 is related to an increase in carotenoids (yellow / orange pigment) and a decrease in chlorophyll. The analysis of reducing sugars and phenolic compounds in seeds, placental tissues and skin of the fruit, allowed to verify that the skin is the part of the fruit in which these compounds are mainly located, followed by placental tissues and seeds, and that they also increase during the maturation process. The antioxidant capacity increases during ripening, being different in the three areas of the fruit. Placental tissues have a greater antioxidant capacity, followed by skin and seeds. Because the skin and seeds are agro-industrial by-products, it is important to know their composition to find an application that allows their use, for example, in the development of new food products.



Keywords: carotenoids, color, maturity degrees, total phenols, vitamin C.
                                








INTRODUCCIÓN


La naranjilla (Solanum quitoense Lam), también conocida como lulo, es una fruta (Solanaceae) cultivada en las regiones subtropicales de bosques húmedos situados a lo largo de la cordillera de los Andes en países como Ecuador, Colombia y Perú, además de países de América Central como Guatemala y Costa Rica (IICA, 2007). Su consumo en los últimos años ha aumentado debido a su atractivo de carácter exótico y sabor agridulce, además de tener un amplio potencial nutricional con la presencia de vitamina A, C, B1 y B2, proteínas y minerales; y en el sector industrial debido a su empleo en la fabricación pulpas, mermeladas, helados, jugo y néctares, entre otros y para fines medicinales (Forero et al., 2014a). La planta de la naranjilla es herbácea y de tallos robustos, pudiendo llegar a medir hasta 3 m de altura. El fruto, de color amarillo o naranja intenso en su grado de madurez más elevado, tiene forma redonda u ovoide y su estructura interna consta de cuatro compartimientos divididos por una membrana conocida como tejidos placentarios o pulpa. Cada compartimiento contiene pulpa verdosa y muy jugosa de característica cítrica y aromática, en la que se encuentran numerosas semillas planas y duras. El fruto, además, consta de una pubescencia o pelaje marrón que lo cubre hasta alcanzar completamente la madurez (ICA, 2011; Rojas, 2004; Valverde et al., 2010). En la figura 1 se muestra una sección transversal de la naranjilla en la que se aprecia su parecido con el tomate y se identifican las tres zonas comentadas: 1) la piel o exocarpo, 2) la pulpa compuesta de mesocarpo o endocarpo y 3) los tejidos placentarios que incluyen la placenta, gel locular y semillas (figura 1).
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Figura 1




Sección transversal de la naranjilla







Fuente: Gancel et al., 2008









En Ecuador, la producción de naranjilla se concentra en diferentes provincias de la región amazónica y de la sierra (en los flancos de la cordillera andina). Durante muchos años se convirtió en la base económica de algunos pueblos, ya que la mayoría de sus agricultores utilizaba a la naranjilla como cultivo de iniciación por tratarse de un cultivo que da frutos durante todo el año (Rojas, 2004; Valverde et al., 2010). Posteriormente, el crecimiento en la demanda dio paso al aumento en la cantidad de sembríos. Sin embargo, este cultivo solo refleja mayor rendimiento en el primer ciclo de siembra.

Actualmente se comercializan diferentes variedades de naranjilla, entre las que destacan: Baeza agria, de aplicación industrial en la producción de refrescos o jugos y helados; Baeza dulce, que presenta una corteza más gruesa y por ello es más fácil de transportar y almacenar; e INIAP-Quitoense o Híbrida que se caracteriza por ser un cultivo de mayor rendimiento y mayor resistencia a las condiciones climáticas y a las plagas (Andrade-Cuvi et al., 2016). Según García y García (2001), la naranjilla es un fruto de carácter climatérico que presenta diferentes etapas durante su formación y crecimiento hasta alcanzar la madurez fisiológica. Sin embargo, debido a su alta intensidad respiratoria este fruto puede ser separado de la planta sin la necesidad del desarrollo completo. Estas condiciones metabólicas unidas a la concentración de etileno permiten que la naranjilla siga respirando y consumiendo metabolitos producidos durante la fotosíntesis, tales como azúcares y ácidos orgánicos (Ochoa et al., 2016). Producto de esta transformación se generan compuestos aromáticos, azúcares simples y compuestos antioxidantes que dotan a la naranjilla de unas características propias, además de liberar ATP, energía en forma de calor, CO2 y agua, lo que influye directamente en la pérdida de peso y deterioro del fruto convirtiéndolo en un producto perecible (Ochoa et al., 2016; Ramírez et al., 2018).

Entre los cambios que experimenta la naranjilla durante la maduración, el color es uno de los  más importantes, empleándose como criterio de evaluación tanto para su cosecha como para su posterior consumo (Andrade-Cuvi et al., 2019). Estos cambios de color se deben fundamentalmente a la degradación de la clorofila por sistemas enzimáticos que llevan a la generación de carotenoides (Conesa et al., 2019). Estas sustancias juegan un papel importante en la calidad de frutas y vegetales y tanto la calidad nutricional y funcional de estos pigmentos se relaciona directamente con el grado de madurez, observándose una variación en su concentración durante el proceso de maduración (Mejía et al., 2012).

Además de con el grado de madurez, la distribución de los compuestos bioactivos en el fruto varía en función de las diferentes estructuras o partes del fruto consideradas. Según Gancel at al. (2008), la industria alimentaria no reconoce el valor nutricional rico en β-carotenos y fenoles presentes en los desechos como piel y semillas de frutos como la naranjilla, tomando en cuenta solo el aporte dado por la pulpa. Sin embargo, debido a la importancia de estos compuestos bioactivos para la salud, las investigaciones se han centrado en determinar el contenido de estos compuestos en diferentes frutos de comportamiento climatérico y en evaluar cómo su contenido se puede ver afectado en relación con la variedad, el grado de madurez o las condiciones de cultivo, entre otras variables. Estos estudios se llevan a cabo por la necesidad de la industria alimentaria de satisfacer las demandas actuales de la población, como el consumo de productos naturales y saludables (Valenzuela & Pérez, 2016) o encontrar nuevas fuentes de extracción de compuestos funcionales que puedan ser incorporados en formulaciones de alimentos y preservar las características sensoriales y de calidad de sus productos, otorgando valor agregado de forma que se reemplace o reduzcan potenciales riesgos que involucran la utilización de antioxidantes artificiales (Lado Lindner, 2015).

Numerosos estudios han sido publicados acerca del contenido de compuestos fenólicos, carotenos y vitaminas antioxidantes en diversas frutas y hortalizas. Según Gancel et al. (2008), estas moléculas son metabolitos esenciales para el desarrollo temprano de las plantas y actúan como reductores atrapando radicales libres previniendo para prevenir el daño celular. Es sabido que una dieta rica en frutos verdes, rojos y naranjas puede reducir directamente el riesgo de padecer algunas formas de cáncer o sufrir enfermedades cardiovasculares (Jáuregui et al., 2007). Los compuestos carotenoides son reconocidos por su carácter antioxidante liposoluble y estructura provitamina A, es decir, este compuesto ingresa al organismo como β-caroteno y en la mucosa intestinal es transformado en vitamina A (Bertram & Bortkiewicz, 1995).

Es importante conocer cómo varía el contenido de compuestos antioxidantes en la naranjilla durante la maduración, tanto en las semillas como en los tejidos placentarios y en piel. El objetivo general de esta investigación fue determinar los cambios fisiológicos y antioxidantes que experimentan las diferentes partes del fruto de naranjilla (S. quitoense) durante la maduración.





MATERIALES Y MÉTODOS



Material vegetal: La naranjilla (Solanum quitoense) fue cosechada en la provincia de Pichincha, cantón de San Miguel de los Bancos (00°01'23"N, 78°53'31"O) y seleccionada por ausencia de defectos de acuerdo con los grados de madurez (GM) entre 1 y 5 como se observa en la figura 2 (NTE INEN 2303, 2009). El trabajo experimental se llevó a cabo en el Centro de Investigación de Alimentos (CIAL), Facultad de Ciencias de la Ingeniería e Industrias, Universidad UTE (Quito, Ecuador).
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Figura 2




Grados de madurez de la naranjilla







Fuente: NTE INEN 2 303, 2009









Una vez seleccionados los frutos, se limpiaron y se dividieron en dos grupos: frutos enteros utilizados para determinar la tasa de respiraciónµ, el ácido ascórbico y el color; frutos procesados de los que se obtuvieron las tres partes (1) piel (exocarpo), (2) pulpa y tejidos placentarios (incluidos la placenta y el gel locular) y (3) semillas, cada una de las cuales fue congelada con nitrógeno líquido para su posterior análisis bioquímico.  Para la determinación de la materia seca (expresado como base seca -b.s.-), se tomaron muestras frescas de cada zona del fruto, se pesaron y se sometieron a secado por convección a 65 °C por 24 h, de acuerdo con el método de Almanza Merchán (2016).


Tasa de respiración (TR): Se utilizó el método de atmósfera confinada. Para cada grado de madurez, tres o cuatro naranjillas fueron colocadas en envases herméticos de 2,6 L. Se empleó un medidor de gases Meter Vitrio GC-2028 con el que se obtuvieron registros de la concentración CO2 (%) en el espacio de cabeza al inicio y después de 60 min a temperatura ambiente (Forero et al., 2014b). Los resultados se expresaron como mgCO2/kg*h.


Determinación de vitamina C: La vitamina C se puede determinar por métodos espectrofotométricos, enzimáticos y cromatográficos; la AOAC (Association of Official Analytical Chemists) emplea la titulación como método oficial (Pertuzatti et al., 2015). En esta investigaicón se empleó el método de la AOAC (1990). Para ello se preparó una disolución de 2,6-dicloroindofenol al 0,04% que se estandarizó con una solución patrón de ácido ascórbico al 0,02% para determinar la cantidad de volumen en función de la cantidad de ácido ascórbico presente en la disolución. Por otro lado, se extrajeron 10 mL de extracto líquido de naranjilla para cada uno de los GM analizados. El extracto se filtró con un lienzo y al filtrado se le agregaron 50 mL de ácido oxálico al 1 % previamente a su titulación con el reactivo 2,6-dicloroindofenol estandarizado, hasta viraje a color rosa pálido. Los resultados se expresaron en mg de vitamina C (ácido ascórbico) por 100 ml de filtrado.


Color superficial externo e interno: Se midió en forma aleatoria en seis naranjillas de cada uno de los cinco GM. Cada medida se tomó cuatro veces, tanto en la piel como en el interior (tejidos placentarios) de cada uno de los frutos. Para ello se utilizó un colorímetro Konica Minolta Chroma Meter CR400. Se tomaron medidas según la escala CIE L*a*b*, de luminosidad (L*) además de los descriptores cromáticos rojo/verde (a*) y amarillo/azul (b*). A partir de los cuales se calcularon el tono, matiz o longitud de onda dominante (°H) y el Croma como un indicador de la saturación o intensidad (INIA, 2007).


Determinación de clorofila y carotenoides: Se pesaron de 0,5 a 3,0 g de tejido congelado (de acuerdo con el GM y la parte del fruto -semilla, pulpa/tejidos placentarios y piel-) y se añadieron 15 mL de acetona al 80 %. Posteriormente la mezcla se mantuvo en agitación constante durante 24 horas en oscuridad. Transcurrido este tiempo, la fase líquida se filtró y se utilizó para las medidas espectrofotométricas. De acuerdo con el método de Wellburn (1994), se determinaron los contenidos de α-clorofila, β-clorofila, clorofila total y carotenoides, mediante las ecuaciones: clorofila α = {[(11,75·A662)-(2,35·A645))·ml acetona]/mg muestra}; clorofila β = {[(11,75·A645)-(2,35·A662))·ml acetona]/mg muestra}; clorofila total = (clorofila α + clorofila β); y carotenoides = {[(1000·A470)-(2,35·Cl α) – (81,4·Cl β)]/227}.  Los resultados se expresaron como µg/g tejido en base seca (b.s.).


Azúcares reductores: Su contenido se determinó por espectrofotometría en condiciones similares a las descritas por Mejía et al. (2007). Se tomó 50 µL de muestra (extracto etanólico), se adicionó 75 µL de agua destilada y 500 µL de antrona al 0,05 % (preparada disolviendo 0,125 g de antrona en 100 mL de H2SO4), con lo que el volumen final de reacción fue de 625 µL. La mezcla de reacción se sometió a ebullición a un baño térmico durante 10 min e inmediatamente fue introducida en un baño de hielo para detener la reacción. Posteriormente se midió la absorbancia a 660 nm. Se realizó una curva de calibración con una disolución stock de glucosa (200 µg/mL) que abarcó un rango de 0 a 240 µg/mL con un R2 = 0,98). El análisis se realizó por triplicado. Los resultados se expresaron en µg de glucosa/g tejido en base seca (b.s.).


Determinación de fenoles totales (FT) y capacidad antioxidante:



- Preparación de extractos: Los extractos se prepararon con muestras congeladas en nitrógeno líquido. Durante todo el proceso de extracción la temperatura se mantuvo en torno a 4°C. Se colocó cada muestra (aproximadamente 2,5 gramos) en un tubo cónico agregando inmediatamente 10 mL de solvente (etanol) al 96 % y se homogenizó usando un agitador magnético. El homogenizado se centrifugó a 6000 rpm durante 15 min (Andrade-Cuvi et al., 2016). El sobrenadante fue recogido para posteriores análisis.


- Fenoles totales (FT): Se llevó a cabo mediante el método colorimétrico con el reactivo de Folin-Ciocalteau (Singleton, Rossi & Rossi, 1965) con ligeras modificaciones. A volúmenes entre 20 y 50 µL de muestra se agregaron 1200 µL de agua bidestilada y 100 µL de reactivo de Folin-Ciocalteau 1 N; después de 3 minutos se agregó 100 µL de una solución de Na2CO3 20 % (P/V) en NaOH 0,1N, completando con agua destilada un volumen final de reacción de 1550 µL. Después de un tiempo de reposo de 60 minutos en oscuridad, se realizaron medidas de absorbancia es un espectrofotómetro Thermo Spectronic, Genesys 20 a 760 nm. Se realizó una curva de calibración con una disolución stock de ácido gálico (250 µg/mL) que abarcó un rango de 0 a 1400 µg/mL con un R2 = 0,96. Las medidas se realizaron por triplicado y los resultados se expresan en µg de ácido gálico por gramo de tejido en base seca.


- Actividad antioxidante medida por el radical ABTS: Se determinó por espectrofotometría basándose en la decoloración del radical ABTS∙+ [2,2 'azinobis-(ácido3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico], de acuerdo con la metodología de propuesta por Re et al. (1999). A 20 μL de extracto etanólico se añadió 1000 μL de la dilución del radical ABTS∙+, se homogenizó en un agitador vortex y se dejó reposar durante 6 min en oscuridad. Las lecturas se realizaron a 734 nm. Se preparó una curva de calibración usando trolox (6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromo-2 ácido carboxílico) 0,5 mM como antioxidante sintético de referencia, que abarcó un rango de 0 a 0,5 μmol trolox/μL con un R2= -0,99.  El ensayo se realizó por triplicado los resultados se expresaron como μmol de trolox por gramo de tejido en base seca.


- Actividad antioxidante medida por el radical DPPH: Se determinó siguiendo la metodología propuesta por Moreno et al., (2014), a volúmenes entre 20 y 40 µL de extracto etanólico se añadió 1000 µL de la solución de DPPH disuelto en etanol (0,06 mM). La mezcla se homogenizó en un agitador vortex y se dejó reposar durante 30 min en oscuridad. Las lecturas se realizaron a 734 nm. Se preparó una curva de calibración usando trolox (6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromo-2 ácido carboxílico) 0,5 mM como antioxidante sintético de referencia, que abarcó un rango de 0 a 0,8 μmol trolox/μL con un R2= -0,99.  El ensayo se realizó por triplicado los resultados se expresaron como μmol de trolox por gramo de tejido en base seca.


Diseño experimental y análisis estadístico:


Se aplicó un diseño completamente al azar. Las variables independientes fueron los grados de madurez y las zonas del fruto (piel, tejido placentario y semillas) y las variables dependientes fueron los análisis de color, tasa de respiración, vitamina C, además del contenido de clorofila, β-carotenos, azúcares totales, FT y la capacidad antioxidante. Los resultados se analizaron utilizando el paquete informático InfoStat versión 2010 (Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Córdoba, Argentina) con un análisis de varianza (ADEVA) simple (tasa de respiración, vitamina C, color, clorofila, β-carotenos) y factorial AxB (azúcares totales, FT y capacidad antioxidante). Las medias fueron comparadas mediante la prueba LSD con un nivel de significancia de 0,05.





RESULTADOS Y DISCUSIÓN



Tasa de respiración. La tasa de respiración (TR) de la naranjilla en los diferentes grados de madurez se muestra en la figura 3. Se observa un incremento gradual en la TR a medida que avanza la maduración. El GM 1 presenta el mínimo valor de TR (2,77 mgCO2/kg∙h) que se incrementa en los GM 2, 3 y 4, entre los que no se encuentran diferencias significativas. La mayor TR se presenta en el GM 5 con un valor de 17,76 mgCO2/kg∙h, lo que indica que en este estado de desarrollo de la fruta se están llevando a cabo procesos de respiración (consumo de O2 y producción de CO2) con mayor intensidad que los demás GM, lo que además está relacionado con la síntesis adicional de etileno que a su vez contribuye en la aceleración del proceso de respiración conocido como pico climatérico (Almanza Merchán, 2016).
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Figura 3




Tasa de respiración de naranjilla para los cinco grados de madurez considerados






* Letras diferentes indican diferencias significativas entre grados de madurez (p < 0,05)











La naranjilla se cosecha con una madurez comprendida entre el GM 4 y 5 (con un desarrollo de color amarillo del 75 al 100 %). La alta TR en la última etapa de madurez (GM 5) se debe posiblemente al activo crecimiento que presentan el exocarpo y el mesocarpo del fruto, que van de la mano con los cambios de coloración superficiales producidos por la degradación de clorofila y síntesis de carotenos. La hipótesis sobre la coloración en el exocarpo (piel) está basada en el transporte de carbohidratos, nitrógeno y hormonas del fruto, regulado por condiciones climáticas o de almacenamiento. La concentración de ácidos orgánicos durante el desarrollo desciende como consecuencia de la dilución, causada por la acumulación de agua y la respiración (Azcón-Bieto et al., 2013).


Determinación de vitamina C. El ácido ascórbico o vitamina C, es una vitamina de carácter hidrosoluble y termolábil. Está ampliamente distribuida en productos de origen vegetal principalmente vegetales de hoja verde y frutos cítricos. Se evalúa su contenido con la finalidad de buscar nuevas fuentes de esta vitamina cuyo consumo se asocia con el fortalecimiento del sistema inmune.

El contenido de vitamina C (mg/100 ml de filtrado) del fruto entero de naranjilla en función del GM se muestra en la figura 4. Se observa que a medida que progresa la maduración del fruto, se incrementa también su contenido en vitamina C. Entre el GM 1 (2,3 mg vitamina C/100 ml de filtrado) y el GM 4 (31,2 mg vitamina C/100 g ml de filtrado) se produce un incremento del 90 % de vitamina C que se mantiene más o menos constante hasta el grado de madurez 5 (no se encontró diferencias significativas entre los grados de madurez 4 y 5). Resultados similares han sido reportados por Acosta et al. (2009) y González et al. (2013) en naranjilla de diferentes grados de madurez.
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Figura 4




Variación del contenido de vitamina C en la naranjilla en función del grado de madurez






* Letras diferentes indican diferencias significativas entre grados de madurez (p < 0,05).











La concentración de vitamina C (ácido ascórbico) está directamente relacionada con la variedad y localización de los cultivos (Casierra et al., 2004). La determinación del contenido de vitamina C en frutos con diferentes GM se realiza con dos objetivos: conocer la fisiología de maduración del fruto y lograr extraer la mayor cantidad de antioxidantes posible a partir de productos de desecho o subproductos resultante de su procesado industrial.


Medición de color. El color es un índice de cosecha en frutos como el plátano, el mango, la papaya y el tomate, y está relacionado con la aceptabilidad del consumidor en el momento de compra. Durante la maduración se producen cambios de color tanto en el interior como en el exterior del fruto. En las figura 5 y se muestran los valores de L*, a* y b* de la naranjilla en función del GM, y en la figura 6 se pueden observar los cambios en los valores de tono (°H) y cromoa (Cr) durante la maduración. En la figura 4 se puede observar que en el tejido placentario y semillas (interior) los valores de L, a* y b* disminuyen a medida que aumenta la madurez, siendo en el GM 1 cuando estos parámetros presentaron valores significativamente mayores. Por el contrario, en la superficie de la naranjilla (piel) los valores de L, a* y b* aumentaron con el grado de madurez de la fruta, siendo en los GM 4 y 5 cuando estos parámetros mostraron valores significativamente más elevados.
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Figura 5




Variación de los parámetros de color superficial externo e interno de naranjilla A) L*, B) a* y C) b* en función del grado de madurez






* Letras diferentes indican diferencia significativa entre los grados de madurez (p < 0,05).











En cuanto a los valores de tono (°H) y cromo (Cr) medidos en el interior del fruto (figura 6a) se observa un descenso con el grado de madurez. Concretamente, la intensidad de color de la pulpa y las semillas (°H) disminuye en un 7,89 % y la cromaticidad (Cr) en un 40,59 %. Esto quiere decir que la estructura interna de la naranjilla se va oscureciendo debido al proceso de maduración, adquiriendo la pulpa un color verde oscuro (Rojas, 2004). A diferencia de la piel (color externo, figura 6b) de la fruta donde se observa un incremento de Cr del 70,96 % y disminución de °H del 67,70 %.
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Figura 6




Variación de los parámetros de color superficial externo e interno de naranjilla A) °H y B) Cr en función del grado de madurez






* Letras diferentes indican diferencias significativas en los grados de madurez (p < 0,05)











Los cambios de colores en el pericarpio de la naranjilla son causados por la degradación de ciertos pigmentos como la clorofila, la síntesis de β-carotenos y la acumulación de compuestos fenólicos. Según Azcón-Bieto y Talón (2008), uno de los factores principales por los que tiene lugar  la variación del color en un fruto climatérico es su separación de la planta, lo que implica la interrupción del transporte de hormonas como la gibelerina y citoquininas que son sintetizadas en la raíz y el nitrógeno que es absorbido por la misma. Con esta separación se promueve la transformación de cloroplastos a cromoplastos. Además, durante el proceso de maduración los genes estimulados por el etileno sintetizan proteínas o enzimas entre las que se encuentra la enzima poligalacturonasa implicada en este proceso de pigmentación-despigmentación-pigmentación (Manrique, 2003).


Determinación de clorofila y carotenoides. La concentración de clorofila y carotenoides en la fruta está relacionada con la desaparición del color verde y el desarrollo del color amarillo/naranja (indicador de madurez) que se muestra en la figura 7. El contenido de clorofila y carotenoides de la piel, los tejidos placentarios (placenta) y las semillas de naranjilla durante la maduración, se muestra en la figura 8.
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Figura 7




Apariencia interna y externa de naranjilla en los cinco grados de madurez considerados















Según se puede observar en la figura 8a, el contenido de clorofila y carotenoides alcanzó los valores más bajos en las semillas, seguidas de los tejidos placentarios y la piel. Entre los GM 1 y 5 se observaron incrementos del 71% y 78 % para clorofila y carotenoides en las semillas, respectivamente, lo que corresponde con una intensificación en el color blanquecino-amarillento durante la maduración.
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Figura 8




Variación de Clorofila Total y β-carotenos en semillas (A), tejidos placentarios (B) y piel (C) de naranjilla en función del grado de madurez.






* Letras distintas indican diferencia significativa entre grados de madurez (p < 0,05).











Un consumidor habitual de naranjilla puede diferenciar su estado por el color de su pulpa. Generalmente la naranjilla de pulpa verde es utilizada para la elaboración de jugos, helados y postres, en tanto que la naranjilla con pulpa de color amarillo/marrón es utilizada para elaboración de pulpas y procesados. La variedad de naranjilla utilizada en esta investigación se caracteriza por su pulpa de color verde (figura 8b). Al comparar el contenido en clorofila de la pulpa de frutos con GM 1 y 5, se encontró un incremento del 178 % mientras que los carotenoides se incrementaron en un 80 %.

Por el contrario, en la piel (figura 8c) el contenido de clorofila disminuyó gradualmente durante la maduración (80 %) y el contenido en carotenoides se incrementó (8 %) hasta el GM 4 y, a partir del cual disminuyó ligeramente alcanzando valores del mismo orden que los obtenidos en la piel de frutos con un grado de madurez. Los cambios de color observados y la relación con el contenido de clorofila/β-carotenos se producen normalmente durante el proceso de maduración fisiológica. Según explican Merzlyak y Solovchenko (2002), Manrique (2003), y Lado Lindner (2015), la biosíntesis de los carotenos comienza mediante el proceso de desverdizado o degradación del pigmento clorofílico, además de la producción y aplicación exógena estimulante de una fitohormona llamada etileno, considerada en poscosecha como una de las principales causas de la maduración.

El grupo de carotenos como xantófilas y ésteres de ácido graso de caroteno están asociados a los plastoglólublos presentes en las células de la clorofila, que captan energía a longitudes de onda específicas y poseen la capacidad de transferirlas a la clorofila. Sin embargo cuando se acumulan, esta energía luminínica y la ruta fotoquímica se interrumpe, el transporte electrónico disminuye la eficiencia (proceso conocido como fotoinactivación) y de forma masiva se producen carotenoides alcanzando un mayor grado de concentración, formando un extenso sistema de dobles enlaces conjugados de la cadena poliénica formando así un cromóforo (estructura responsable de la absorción de luz visible) de color característico amarillo-naranja. Ante la necesidad de la estabilización enérgetica los carotenoides son capaces de disipar los excesos de energía y proteger los fotosistemas sirviendo como sustancias fotoprotectoras de especies reactivas al oxígeno y otros radicales libres.


Azúcares reductores. Durante la fase de crecimiento, los frutos experimentan cambios metabólicos que son responsables de la síntesis de diversos metabolitos, tales como compuestos fenólicos, almidón, azúcares solubles (sacarosa, glucosa, fructosa), ácidos orgánicos y hormonas (Handa et al., 2012).

En la figura 9 se muestra el contenido en azúcares reductores (µg de glucosa/g tejido en base seca) en la semilla, la placenta y la piel de naranjilla para cada uno de los 5 grados de madurez analizados. En las semillas, la mayor cantidad de azúcares reductores se presentó en los primeros grados de madurez, justo después de la antesis o expansión de la flor/fruto hasta su completo desarrollo y funcionalidad (Almanza Merchán, 2016). Presentó un valor de 213,93 µg de glucosa/g tejido en base seca que disminuyó durante la maduración alcanzando un valor de 6,31 µg de glucosa/g tejido en base seca en el GM 5.

En el tejido placentario la concentración de azúcares reductores fue baja respecto con a la de las semillas y la piel y aumentó con el grado de madurez, encontrándose un valor de 24,57 µg de glucosa/g tejido en base seca en la muestra correspondiente al GM 5. En la piel el contenido de azúcares reductores también se incrementó durante la maduración, pero de forma más gradual obteniéndose valores de 56,52 y 141,83 µg de glucosa/g tejido en base seca en el piel de los frutos con GM 1 y 5, respectivamente. Durante la maduración, un fruto llega a ser atractivo por su aroma y sabor que resultan de la acumulación de azúcares, pigmentos y compuestos aromáticos (volátiles) (Giovannoni, 2001).
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Figura 9




Contenido de azúcares reductores en semilla tejidos placentarios y piel de naranjilla en función del grado de madurez






* Letras distintas indican diferencia significativa entre grados de madurez (p < 0,05).











Según explican Trujillo y Suárez (2010), la maduración de la naranjilla se caracteriza por un aumento de la respiración (de comportamiento sigmoidal) hasta antes de la senescencia que estaría directamente relacionado con el comportamiento fisiológico. El fruto realiza una acumulación de almidón durante su crecimiento y posteriormente, tras un largo proceso de maduración que exige gran cantidad de energía, realiza la hidrólisis a monosacáridos como glucosa y fructosa.


Determinación de fenoles totales. El mayor contenido en compuestos fenólicos se encuentra en la piel de la naranjilla (Loizzo at al., 2019), donde se ha identificado la presencia de ácido clorogénico, ácido cumárico, ácido gálico y rutina, compuestos reconocidos por su actividad antioxidante, antimicrobiana y antitumoral (Heleno et al., 2015; Rice-Evans et al., 1997). Durante la maduración de la naranjilla se observó un incremento en el contenido de FT tanto en la semilla y en los tejidos placentarios como en la piel (figura 10), aumentando en esta última en mucha mayor proporción. Al comparar el contenido de FT de muestras con GM 1 y 5 se observaron incrementos del 40, 32 y 73 % en las semillas, tejidos placentarios y piel, respectivamente. La biosíntesis de compuestos polifenólicos tiene lugar por diferentes vías en las vacuolas de las células vegetales por condensación de productos fotosintéticos originarios de la glucólisis dando lugar a una inmensa variedad de los mismos desde la fenilalanina hasta los compuestos flavonoides (Romojaro, 2016).
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Figura 10




Contenido en fenoles totales en semilla tejidos placentarios y piel de naranjilla en función del grado de madurez






* Letras distintas indican diferencia significativa entre grados de madurez (p < 0,05).











Como se puede observar en la figura 9, el contenido en FT de la piel resultó 1,2 (para GM 1) y 3,1 veces (para GM 5) superior al de los tejidos placentarios. La comparación de los valores entre la piel y las semillas se observa que existen entre 1,3 y 9 veces más FT en la piel. Tanto la composición como la concentración de FT varían durante el desarrollo y la maduración tras la cosecha (poscosecha) y dependerá siempre de la variedad y especie (Jiang & Joyce, 2003; Siriamornpun & Kaewseejan, 2017). La maduración de las frutas generalmente ya acompañada de cambios en el perfil antioxidante fenólico. Se puede producir la degradación de estos compuestos debido a su capacidad para donar electrones con fines de estabilización, protección y defensa a estímulos que afectan a las estructuras celulares dando lugar a la formaicón de semiquinonas y quinonas (Persic et al., 2017). Sin embargo, en este trabajo se observa un aumento progresivo de la cantidad de FT de la naranjilla (comparación entre grados de madurez). Según Dominguez (2011), puede deberse al aumento en el contenido en ácido ascórbico en sus últimos grados de madurez, actuando de manera sinérgica para regenerar estos compuestos mediante el mecanismo de acción antioxidante. De esta manera es posible mantener sus funciones por mayor tiempo, evitando el daño absoluto de biomoléculas y favoreciendo una mayor acumulación en las últimas etapas del proceso de maduración (Gutiérrez et al., 2008; Robards et al., 1999).


Determinación de capacidad antioxidante. La capacidad antioxidante (CA) se determinó mediante dos radicales estables (ABTS y DPPH). En la figura 11 se puede observar que los   valores de la CA se encuentran en los tejidos placentarios, seguido de la piel y las semillas. Estos resultados son similares a los encontrados en naranjilla cultivada en Colombia (Loizzo et al., 2019). En general, la CA en las distintas partes del fruto aumentó con el grado de madurez. El análisis con el radical DPPH (figura 11a) mostró incrementos del 13, 49 y 10% en las semillas, tejidos placentarios y piel de la naranjilla, respectivamente. El análisis con el radical ABTS mostró incrementos del 74 y 204% en los tejidos placentarios y la piel de naranjilla, respectivamente. Únicamente CA de las semillas medida con el radical ABTS (figura 11b) mostró una reducción del 31 % con el avance de la maduración.
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Figura 11




Capacidad antioxidante medida por el radical ABTS A y DPPH B en semilla tejidos placentarios y piel de naranjilla en función del grado de madurez






* Letras diferentes indican diferencias significativas entre grados de madurez (p < 0,05).











La determinación de la actividad antioxidante de la naranjilla durante la maduración permite confirmar que es un fruto con buenas características antioxidantes y que no solo los subproductos generados durante el procesado industrial (piel y semillas) podrían emplearse en el desarrollo de nuevos productos, sino también los frutos con GM 1, 2 ó 3 siendo una alternativa en caso de que el fruto no llegue a su maduración completa en la planta.





CONCLUSIONES


Durante la maduración se producen cambios fisiológicos en la fruta que se ven reflejados en la variación de su tasa respiratoria, color y contenido de compuestos como clorofila, carotenoides, fenoles y azúcares totales. La naranjilla es un fruto climatérico es decir que alcanza su madurez organoléptica en la planta o días posteriores a la cosecha y debe ser cosechada en GM entre 4 y 5. Estos cambios se ven complementados con un incremento en contenido de vitamina C en el fruto. Por otro lado, el cambio del color verde correspondiente a los GM 1, 2 y 3 está relacionado con el alto contenido de clorofila y el desarrollo del color amarillo que se presenta en los GM 4 y 5 se relaciona con el aumento en el contenido de carotenoides (pigmento amarillo/naranja) y disminución de la clorofila.

El análisis de azúcares reductores y compuestos fenólicos en las semillas, tejidos placentarios y piel de la naranjilla permitió comprobar que la piel es la zona del fruto en la que estos compuestos se encuentran en mayor concentración. Además, el contenido de estos compuestos se incrementa durante la maduración. Siendo la piel y las semillas subproductos de la industria, es importante determinar su contenido con el fin de buscar una aplicación que permita su aprovechamiento. En cuanto a la capacidad antioxidante es diferente en la semilla, tejidos placentarios o pulpa y piel de la naranjilla. Los tejidos placentarios presentan mayor capacidad antioxidante, seguida de la piel y las semillas. Durante la maduración la capacidad antioxidante se incrementa en la pulpa y la piel en tanto que en las semillas se mantiene constante. La capacidad antioxidante es una propiedad que debe ser aprovechada tanto para el desarrollo de nuevos productos a partir de subproductos de la industria (piel y semillas) como para el aprovechamiento en caso de que la fruta no llegue al grado de madurez óptimo para el consumo en la planta.
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