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Abstract

We have studies cherymoya lipid composition during ripening. Major
fatty acids are palmitic, estearic, oleic, linoleic and linolenic.
Linoleic acid accumulates the third day after harvesting, decreasing
below harvesting levels at the onset of senescence. Phospholipids
concentration in mesocarp decrease after six days of ripening, while
free fatty acids and esterified sterols accumulate.

Resumen

Los frutos de chirimoyo almacenados a 22°C sufrem un proceso de
maduracién muy rdpido que les lleva a la senescencia en un periodo de
seis dias. Durante este tilempo se producen cambios sustanciales en 1la
composicién de dcidos grasos, especialmente en la fraccién fosfolipidi-
ca. Esta fraccién disminuye su concentracién, mientras que los 4dcidos
grasos libres y los esteroles esterificados la incrementan al final de
la maduracién. Estos cambios estdn relacionados con la biosintesis de
hormonas vegetales y con el deterioro progresivo de las membranas, que
tiene lugar durante la maduracién de los frutos.

Introduccién

Los frutos del chirimoyo (Annona cherimola Mill.) presentan un pa-
trén de maduracidén tipicamente climdterico caracterizado por un pico en
la produccién de etileno, que produce una rapida senescencia (Lahoz et
al., 1990). Durante los procesos de senescencia en los tejidos vegeta-
les y en la maduracién de los frutos se produce una pérdida progresdva
de la integridad de las membranas de una forme diferenciada. Estudios
microestructurales muestran una evidencia clara del deterioro progresi-
vo de orgdnulos y membranas (Gutiérrez et al., 1992).

Se ha propuesto que los cambios en la proporciém y composicién de
esteroles en membranas de células vegetales desempefian un importante
papel en los procesos de senescencia y maduraciém, alterando las pro-
piedades fisicas de la matriz lipidica vy, consecuentemente, la activi-
dad de las enzimas asociadas a membranas (Lurie and Ben-Arie, 1983;
Thompson et al., 1982). Asi mismo se ha observado que en el proceso de
maduracién de varios frutos se produce una disminucién en la fluidez de
membranas (Brady, 1987). Cambios notables tanto en el contenido como en
la composicién de los esteroles tienen lugar durante la maduracién de
tomates (Chow and Jen, 1978; Whitaker, 1988). Los esteroles son compo-
nentes estructurales de las membranas que pueden constituir una dimpor-
tante proporcién del total de lipidos en las membranas plasmiticas de
células vegetales (Lynch and Steponkus, 1987).
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Los radicales libres también estan implicados en los fenomenos de
senescencia y maduracién de frutos (Wang and Baker, 1979), pudiendo
producir reacciones de peroxidacién de lipidos de membrana y desesteri-
ficacién de dcidos grasos (Niehaus, 1978). Estos fenomenos alteran 1la
integridad de las bicapas lipidicas, favoreciendo la accién de las
fosfolipasas lo que conduce a una pérdida de la permeabilidad selectiva
de las membranas.

Material y métodos

Frutos de chirimoyo (Annona cherimola Mill. cv Fino de Jete) se
obtuvieron de cultivares en Jete (Granada). Inmediatamente después de
la recoleccién los frutos de un peso de (300 g * 20 g) fueron desinfec-
tadoe sumergiéndolos en una disolucién al 0’27 (v/v) en Deccosol
durante 1 min seguido de un lavado en otra disolucién que contenia
Imazalyl al 0'05% (p/v) y Deccosol al 0'2%, para evitar posibles
infecciones fingicas. Una vez secos, los frutos fueron introducidos en
cémaras termostatizadas a 22°C, con una humedad relativa en torno al
907. Un minimo de seis frutos fueron analizados los dias 0, 3 y 6 tras
la recoleccién. Los andlisis se realizaron por duplicado .

La extraccién de lipidos se ha realizado siguiendo bésicamente el
método descrito por Folch (1957), en el que se han introducido algunas
modificaciones. Un gramo de tejido se homogeneizaba en una mezcla de
cloroformo:metanol:dcido clorhidrico (200:100:1 en volumen) y BHT al
0'005%. El1 tiempc de homogeneizacién fue variable dependiendo de 1la
dureza del mesocarpio, oscilando entre 3 y 12 minutos. Al homogeneizado
resultante se afiadian 5 ml de 4cido clorhidrico 0’1l N, y se agitaba
enérgicamente. A continuacién se centrifugé a 2800 xg y 4°C durante 10
min. En la fase proteica se realizé una segunda extraccién y centrifu-
gacién andloga a la anterior. Reunidas las dos fases cloroférmicas se
llevaron a sequedad bajo corriente de nitrdgeno en un bafioc a 30°C.

La separacién de componentes lipidicos se ha realizado por el método
de Skipski (1969) con algunas modificaciones. Para el andlisis de fos-
folipidos totales y de dcidos grasos libres se ha empleado como fase
mévil: Hexano:Eter etilico:Acido acético (80:20:1) en volumen, con BHT
al 0’005Z. Las diferentes bandas aparecidas tras la cromatografia se
cuantificaron por fotodensitometria utilizando un fotodensitémetro
ldser LKB Ultroscan y el programa Gel Scan XL de Pharmacia.

Los dcidos grasos se han metilado con trifluocruro de boro-metanol al
142 de acuerdo con Morrison y Smith (1964) y, posteriormente, se han
separado por cromatografia de gases con una columna semi-capilar de 30
m de longitud y 0’5 um de didmetro interno, rellena de una fase esta-
cionaria DB-23 (50% cianopropil polixilano). Como fase mévil se ha
utilizado nitrégeno a un flujo de 30 ml/min. La deteccién se ha reali-
zado con un detector de ionizacién de llama alimentado con hidrégeno y
aire a 30 ml/min y 400 ml/min respectivamente. El programa de tempera-
tura empleado fue el siguiente: una temperatura dinicial de 150°C
durante 5 minutos, aumentdndose a razén de 2°C/minuto hasta alcanzar
190°C y a partir de este valor se elevaba a 220°C a una velocidad de
3°C/min, manteniéndose 4 min a esta temperatura.

La didentificacién de los 4cidos grasos se realizé por comparacién

de los tiempos de retencién de un patrén preparado con los ésteres
metilicos de los 4cidos grasos disponibles comercialmente y una
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solucién AGPI n92 que contenia los ésteres metilicos de los &cidos
grasos no disponibles comercialmente. También se han identificado ine-
quivocamente por espectrometria de masas.

Resultados

Se ha estudiado la evolucién de los 4cidos grasos constituyentes del
mesocarpio de chirimoyos en tres momentos distintos de la maduracién de
los frutos a 22°C. En el momento de la recogida, tres dias después, que
es el momento en que se inicia la produccién masiva de etileno y al

sexto dia, en que los frutos han completado la maduracién y alcanzan la
senescencia.

De 1los 20 4cidos grasos identificados, el conjunto de cinco de
ellos, superan el 80% del contenido porcentual total, son los que
denominamos mayoritarios: palmitico, estedrico, oléico, linoléico y
linolénico. Los otros quince, se encuentran en proporciones muy
pequenas. Aunque estos dcidos grasos minoritarios pueden desempefiar un
papel importante en el control de la fluidez de determinadas membranas
0 estar directamente involucrados en algunos procesos de la maduracién,
vamos a cefilrnos en este trabajo a la descripcién de la evolucién de
los dcidos grasos mayoritarios.

Los extractos lipidicos de mesocarpio de los frutos en los diferen-
tes estados de maduracién se han separado por cromatografia en capa
fina. De todas las fracciones obtenidas nos referiremos a las corres-

pondientes a las de fosfolipidos totales, dcidos grasos libres y este-
roles esterificados.

En la fraccién de dcidos grasos libres (tabla 1) se observa que no
hay cambios porcentuales significativos a lo largo de 1la maduracién,
con la excepcién de un descenso en el contenido de &cido oléico y un
ligero incremento en el de linolénico, que ocurren el dia tercero tras
la recogida. En la fraccién correspondiente a los fosfolipidos totales,
(tabla 2) encontramos un patrén semejante pero amplificado. E1 tercer
dia se produce un descenso en las proporciones de los &cidos estedrico
y oléico y un incremento significativo en los de linoléico Yy linoléni-
co. Estos cambios revierten al final de la maduracién Y, en el caso del
linoléico, se llega a valores muy inferiores a los iniciales.

Estos cambios son mejor observados al establecer indices (tabla 3).
Se puede observar que tanto en las fracciones de fosfolipidos, 4&cidos
grasos libres y esteroles esterificados, los indices entre las diferen-
tes especies lipidicas de 18 carbonos no se modifican, con la excepcién

lel fuerte descenso en la relacidn linoléico/oléico en los fosfolipidos
le frutos maduros.

Por densitometria se ha estudiado el contenido relativo de cada una
e las fracciones (Fig. 1) encontrando un descenso significativo en 1la
oncentracién de fosfolipidos e incrementos en las concentraciones de
:idos grasos libres y esteroles esterificados.

El indice de insaturacién calculado como la suma de los porcentajes
:lativos de cada uno de los dcidos grasos insaturados Presente en la
estra multiplicado por el grado de insaturacién correspondiente,
sciende en la fraccién de fosfolipidos y en la de esteroles esterifi-
dos, mientras que aumenta en la de los 4cidos grasos libres.
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Discusidn

Los cambios en la composicién de dcidos grasos en el tercer dia
tras la recogida deben de estar relacionados con importantes cambios
metabdlicos que tienen lugar en este momento de la maduracidén. El acd-
mulo de dcidos grasos poliineaturados de 18 Atomos de carbono puede
estar relaccionado con su utilizacién como sustratos o efectores en
reacciones implicadas en el proceso de maduracién. Se ha descrito que
el &dcido linoléico puede estar implicado en la biosintesis del etileno
(Yang and Hoffman, 1984) lo que podria explicar su elevada
concentracién porcentual. También podria estar implicado en la biosin-
tesis de dcido jasmonico que se ha encontrado esencial en procesos de
senescencia de frutos (Vick and Zimmerman, 1987).

No se han aislado orgdnulos por lo que no podemos aclarar si los
cambios observados podrian estar involucrados en la regulacién de 1la
fluidez de determinadas membranas, que podria ser necesaria para el
control de la actividad de enzimas oxidativos ligados a membrana, bien
de la propia via biosintética del etileno o comoc un mecanismo de con-
trol de la cadena transportadora de electrones y fosforilacién oxidati-
va, responsables del incremento en la respiracién que ocurre en este
dia.

Al alcenzar la senescencia, el contenido total de fosfolipidos ha
disminuido, confirmando datos sobre la degradacién de las membranas
previamente publicados. Esta degradacién de las membranas se confirma
con el incremento de &cidos grasos libres que no provienen de depdsitos
lipidicos, ya que éstos son muy limitados. Es interesante sefialar que,
pese a la degradacién de membranas, no hay cambios en el indice de
insaturacién de los fosfolipidos presentes al final del proceso, aunque
los 4dcidos grasos componentes de los esteroles esterificados son menos
insaturados.

En resumen, durante la maduracién de los frutos del chirimoyo se
producen cambios, tanto cualitativos como cuantitativos, en el metabo-
lismo lipidico, que llevan a la degradacién de las membranas tipica de
la senescencia en muchos frutos (Harwood, 1988; Brady, 1987).
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Anexo

Tabla 1 - Composicién porcentual de dcidos grasos mayoritarios en la
fraccién fosfolipidica de mesocarpio de frutos de chirimoyo
durante la maduracién.

D.T.R. C-16 C-18 C-18:1 C-18:2W6 C-18:2W3
0 28.8%2.1 5.2%0.7 9.3%1.0 24.2%1.9 15.4%1.2
3 36.2+8.9 2.6%0.1 3.3%0.5 29.3%4.5 23.37%4.5
6 29.8%2.4 7.52%.06 11.7+0.9 15.9%1.3 15.4%1.4

Tabla 2 - Composicién porcentual de dcidos grasos mayoritarios en la
fraccién de acidos grasos libres de mesocarpio de frutos de
chirimoyo durante la maduraciénm.

D.T.R. C-16 C-18 C-18:1 C-18:2W6 C-18:2W3
0 35.5%9.2 7.7x1.5 14.9%2.4 4.1%2.9 3.4+2.8
3 31.9%8.9 7.2%1.8 11.9£2.7 5.8%2.2 4.4x1.8
6 30.2%4.4 8.4%1.0 13.7%1.5 4.1%1.1 2.8%0.8

~ 172~



Tabla 3 - Relaciones entre los dcidos grasos de 18 Atomos de carbono e
indices de insaturacién en algunas fracciones liridicas de
mesocarpio de chirimoyas verdes y maduras.

C18:1/C18 Cl8:2/Cl18:1 C18:3/Cl18:2 Ind. Insat

PL VERDES 1.8 2.6 0.6 135
MADUROS 1.6 1.3 0.8 121
AGL VERDES 1.9 0.3 0.8 110
MADUROS 1.6 0.3 0.7 130
EE VERDES 2.4 0.1 0.2 139
MADUROS 1.9 0.2 0.2 100
50
0 MADUROS
/0 _|:_ [C3 vERrDES
40
30
20
I
10+
0

PL AGL EE

Figura 1 - Concentraciém porcentual de fosfolipidos
(PL), &cidos grasos libres (AGL) y estero-
les esterificados (EE) en frutos verdes y
maduros.
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