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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del genotipo y del tipo de envase utilizado
sobre las caracteristicas microbioldgicas y sensoriales de arilos de granada minimamente
procesados de variedad ‘Wonderful’ y de un clon seleccionado de esta ultima, ‘UCH-
NGD’. Para ello los frutos enteros se sanitizaron con hipoclorito de sodio (200 mg L™)
durante 3 minutos y se conservaron a 6x0,5°C y 90+5% HR durante 103 dias. Transcurrido
este periodo, los frutos enteros de ambos genotipos fueron nuevamente sanitizados con
hipoclorito de sodio (200 mg L™) durante 3 minutos y luego desgranados, los arilos se
sanitizaron con hipoclorito de sodio (100 mg L™) durante 30 segundos y se envasaron en
dos tipos de envases rigidos con tapa, uno de polipropileno con perforaciones y otro de
poliester sin perforaciones, y se almacenaron por un periodo méximo de 14 dias a 5+0,5°C
y 90+5% de HR.

Se evaluo la tasa respiratoria, concentracion de gases en el interior de envases rigidos, color
de arilos y de jugo de arilos, sélidos solubles, pH, acidez titulable, pérdida de masa,
analisis sensorial 'y microbiologico los dias 7 y 14. El dia 3 s6lo se midio la tasa
respiratoria y concentracion de gases directamente desde el interior de los envases rigidos.

Luego del procesamiento la tasa respiratoria no registrd diferencias significativas entre los
dias 0 y 14, siendo de 3,0 a 2,6 mL CO- kg*h™ respectivamente. La concentracion de gases
se vio influida por el tipo de envase utilizado, siendo significativamente mayor el CO, (1,3
versus 0,7%) y menor el O, (19,6 versus 20,3%) en aquellos tratamientos en que se utilizé
envases sin perforaciones. El porcentaje de pérdida de masa también registro diferencias
significativas entre envase con y sin perforaciones (4,9 y 0,1%, respectivamente el dia 14),
independiente del genotipo. El color de arilos estuvo determinado por el genotipo mas que
por el envase, siendo “Wonderful” méas oscura que ‘UCH-NGD’ hasta el final del estudio.
En lo que respecta al color del jugo, ‘UCH-NGD’ se oscurecié mas que ‘Wonderful” en el
tiempo, asi también present6 valores mayores de a* y b*. El porcentaje de solidos solubles
al final del estudio registro diferencias significativas determinadas por el tipo de envase,
pero en la practica éstas fueron irrelevantes (entre 13,4 y 14,1%). El pH y la acidez titulable
también presentaron diferencias significativas, siendo en ‘“Wonderful’ menores los valores
de pH (3,5 versus 3,6) y mayores los de acidez (1,1 versus 0,9%) que ‘UCH-NGD’.

Sensorialmente “Wonderful’ fue mejor o igualmente calificada que ‘UCH-NGD’ en todos
los pardmetros y dias evaluados, y permitiria su comercializacién por hasta 14 dias,
mientras que ‘UCH-NGD’ podria comercializarse hasta por 7 dias. El andlisis
microbioldgico fue catalogado como aceptable a los 14 dias a 5+£0,5°C y 90+5% de HR por
la legislacion chilena para los recuentos de aerobios mesofilos, enterobacterias, Salmonella
sp. y Staphylococcus aureus, independiente del genotipo, influenciado levemente por el
tipo de envase.

Palabras clave: postcosecha, ‘Wonderful’, Pdnica granatum L., envases, almacenaje.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of two genotypes (‘Wonderful’ and
‘UCH-NGD”’) and the type of package on the microbiological and sensorial characteristics
of minimally processed pomegranate arils. Whole fruits were sanitized with sodium
hypochlorite (200 mg L™) for 3 minutes and stored at 6+0,5°C and 90+5 % RH for 103
days. After this, whole fruits of both genotypes were sanitized with sodium hypochlorite
(200 mg L) for 3 minutes and the arils were removed from the fruits and sanitized with
sodium hypochlorite (100 mg L™) for 30 seconds. The arils were packaged on two different
rigid packages, with or without perforations. The packages were stored for 14 days at
5+0,5°C and 90+5% RH.

Respiration rate, gases concentration, arils and juice color, soluble solids, pH, titirable
acidity, weight losses, sensorial and microbiological analysis were evaluated on day 7 and
14. On day 3, only respiration rate and gases concentration were evaluated.

After processing, the respiration rate did not show significant differences between days 0
and 14 (3,0 to 2,6 mL CO;, kg*h™). The gas concentrations were influenced by the type of
rigid packages used; CO, levels were significantly low (0,7 versus 1,3%) and O, levels
were significantly high (20,3 versus 19,6%) in perforated packages. Weight loss differences
were also due to the type of packages (4,9 and 0,1% for perforated and unperforated
packages, respectively). The arils color was affected by the genotype rather than the
package; ‘“Wonderful’ color was darker than ‘UCH-NGD’. Aril juice color of ‘UCH-NGD’
was darker than ‘Wonderful’ throughout storage. At the end of the study, soluble solid
contents show significant differences according to the package type, nevertheless they were
irrelevant into practice (13,4 to 14,1%). Also pH and titrable acidity showed statistic
differences. “Wonderful’ had minor pH (3,5 versus 3,6) and a higher titrable acidity (1,1
versus 0,9) than ‘UCH-NGD’.

Related with sensory quality, “Wonderful’ was better or equally qualified than ‘UCH-NGD’
in every parameter and in each evaluation day. ‘Wonderful’ could be sold for up to 14 days;
‘UCH-NGD’ only for up to 7 days. The microbiologic analysis was rated as acceptable for
14 days at 5+0,5°C and 90+5% RH by Chilean law for aerobic mesophilic, enterobacteria,
Salmonella sp. and Staphylococcus aureus, independently of the genotype, slightly
influenced by the package type.

Keywords: post-harvest, ‘Wonderful’, Punica granatum L., packages, storage.



INTRODUCCION

En las ultimas décadas los habitos de alimentacion de la poblacion han sufrido cambios
significativos. El actual ritmo de vida, con escaso tiempo para preparar comidas
equilibradas, ha provocado un aumento en la demanda de productos vegetales naturales,
frescos, saludables y listos para consumir, como los minimamente procesados en fresco

(MPF), denominados comercialmente de la “Cuarta gama” de la alimentacion (Artés-
Hernandez et al., 2009).

Los productos MPF, consisten en frutas y hortalizas preparadas mediante operaciones
simples como el lavado, cortado, picado, rebanado y otras relacionadas, muchas de las
cuales incrementan la perecibilidad de estos productos. Ademas reciben una higienizacion y
ocasionalmente un tratamiento con preservantes antes de ser envasados para su distribucién
y comercializacion bajo refrigeracién (Escalona y Luchsinger, 2008), garantizando una
duracion minima de siete dias para su consumo inmediato (Schlimme, 1995). Un producto
“listo para el consumo” de buena calidad tendra apariencia fresca, textura aceptable, buen
sabor y aroma, seguridad microbiologica y vida util suficiente para su distribucion (Pérez et
al., 2008).

Al igual que las frutas y hortalizas intactas, los productos refrigerados MPF se deterioran
después de su recoleccion debido a la maduracion fisiologica y a la alteracion microbiana.
Las lesiones causadas durante el procesado también producen la descompartimentacion
celular o deslocalizacién de las enzimas y los sustratos, lo que da origen a diferentes
alteraciones bioguimicas tales como pardeamiento, olores desagradables y degradacion de
la textura (Wiley, 1997).

El granado (Punica granatum L.) es un arbol frutal originario de las regiones calidas de
Irdn y sus alrededores (Sudzuki et al., 1997). Su fruto, botanicamente corresponde a una
balausta, la cual es de consistencia carnosa y esta coronada en la base por el céliz, que es
persistente. El interior del fruto esta separado por paredes membranosas, formadas por un
tejido blanco, esponjoso y amargo, que encierran los compartimentos donde se encuentran
las semillas. Las semillas estdn compuestas de un tegumento externo o arilo, que
corresponde a la porcion jugosa y comestible del fruto y un tegumento interno o
endopleura, denominado pifién (Prat y Botti, 2002). La balausta del granado esta coronada
en la parte opuesta al pedunculo por un céliz carnoso y persistente, en donde aun después
de la maduracion pueden verse los restos de los estambres (Melgarejo y Martinez, 1992).

La granada en la postcosecha es susceptible a la pérdida de agua (Crisosto et al., 2002) y
por tanto necesita ser almacenada en ambiente de alta humedad relativa (Roy y Waskar,
1997), es por esto que se recomienda alrededor de 95% de humedad a 5°C para minimizar
los problemas de pérdida de masa (Tapia, 1999).



La granada es considerada un alimento beneficios para la salud debido a su gran
concentracion de antioxidantes naturales, siendo los polifenoles uno de los grupos mas
estudiados en la actualidad (Carnbonell-Barrachina, 2009). Estos compuestos bioactivos
incrementan su concentracion en el fruto de granada a medida que éste se desarrolla, sin
embargo, generalmente decrecen una vez que el fruto alcanza la madurez (Mirdehghan y
Rehemi, 2007).

La capacidad antioxidante del jugo de granada es tres veces superior a la del vino tinto y a
la del té verde (Carnbonell-Barrachina, 2009). Ademas, los arilos son una fuente importante
de &cidos grasos esenciales y fibra bruta (Melgarejo, 2008).

La granada que se consume principalmente en forma fresca tiene limitaciones debido a la
dificultad del pelado de la fruta para obtener los arilos. El procesamiento de granadas bajo
la forma de arilos minimamente procesados, puede ser una alternativa deseable para
aumentar la demanda de este fruto (Tapia, 1999). Los arilos de granada son un producto
novedoso y cuyo consumo va en rapido aumento (Defilippi y Campos, 2008).

Las variedades mas cultivadas en Chile corresponden a ‘Wonderful’ y ‘Espafiola’ (Prat y
Botti, 2002). La variedad ‘Wonderful’ es de fruto grande, cascara rojiza, atractiva, arilos de
excelente sabor y apta para consumo directo o para jugo (Lavin, 2004). Voosen y Silver
(2000) la describen como un fruto grande de color externo rojo profundo (oscuro), con
granos rojos, grandes y jugosos. Sus semillas son pequefias y de dureza media (Morton,
1987).

La Universidad de Chile seleccion6 una planta de la variedad “Wonderful’ para generar el
clon ‘UCH-NGD’!, del cual no se dispone mucha informacién, siendo actualmente
motivo de estudio.

Galletti et al. (2000) estudiaron el comportamiento de frutos de granadas variedad
‘Wonderful’ bajo conservacion frigorifica a temperaturas de 0° y 5°C, con una humedad
relativa de 75 a 80%. Como resultados del estudio, se apreci6é que la pérdida de masa fue
mayor en los frutos almacenados a 5°C, al igual que la deshidratacion visual. La acidez
titulable, expresada como porcentaje de acido citrico, fue mayor para los frutos conservados
a 0°C. Los solidos solubles y pH fueron similares a ambas temperaturas de conservacion.

Artés et al. (2000) trabajaron con granadas de la variedad ‘Mollar de Elche’ almacenadas a
2 'y 5°C por 12 semanas en peliculas de polipropileno de 25 pm sin perforaciones y en
peliculas de polipropileno de 20 um con perforaciones como testigo. La calidad se evaluo
después de 6 dias de almacenamiento a 15°C y 75% HR, siendo el tratamiento envasado en
polipropileno con perforaciones y almacenado a 5°C el que mejor mantuvo el color rojo de
la piel de los arilos al final del almacenamiento. Luego de 12 semanas de almacenamiento
la composicion gaseosa dentro de las bolsas selladas a 5°C llegd a concentraciones de 12%
de CO, y 6% de O, mientras que a 2°C, las concentraciones de CO, y O, fueron de 10% y

! Nicolas Franck, Ingeniero Agrénomo, Dr., 2012. (Comunicacidn personal)



8% respectivamente. Durante el almacenamiento de 6 dias a 15°C y 75% HR, la
composicion gaseosa de los tratamientos a 5°C llegd a 15% de O, y 3% de COy; la
concentracion gaseosa de los tratamientos a 2°C llegé a 17% de O, y 2% de CO,, esto
debido a que estas bolsas selladas fueron perforadas para disminuir sus porcentajes de CO»,
ya que niveles muy elevados de CO, podrian ser causante de mal sabor. El uso de
atmosfera modificada redujo la pérdida de masa y los dafios por frio.

Tapia (1999) realiz6 ensayos de minimo proceso en granadas de las variedades ‘Wonderful’
y ‘Espafiola’, utilizando tres tipos de envases, polietileno (PE), etilvinil acetato (BE) y un
coextruido de cuatro capas de un copolimero de cloruro de polivinilo y polivinideno
(Saran) y etilvinil acetato  (BB4)® (Selke, 1997), de diferentes caracteristicas de
permeabilidad frente al CO, y O,, utilizando hipoclorito de sodio como agente sanitizante
(100 mgL™) y 4cido ascérbico y citrico como antipardeantes (0,5 % P/V) durante 14 dias a
una temperatura de 4+0,5°C y 85% de humedad relativa. Bajo estas condiciones los arilos
de granada de la variedad ‘Wonderful’ lograron mantenerse 14 dias con caracteristicas
fisicas, sensoriales y microbioldgicas aceptables para su consumo. La variedad ‘Espafiola’
tuvo una durabilidad de so6lo 7 dias. Esto se atribuyd a la utilizacion de materia prima poco
homogeénea y a que la temperatura de la antecamara en que se realizo el procesamiento de
esta variedad fue alrededor de 20°C, a diferencia de “‘Wonderful’, procesada a 11°C.

Valladares (1999) evaluo 2 tipos de envases de distinta permeabilidad, bolsas de BB4 y
envases rigidos de poliestireno (tarrina), utilizando como testigo bolsas de polietileno
perforadas. Se empled como agente sanitizante hipoclorito de sodio (200 mgL™) y, 4cido
citrico y ascérbico (0,5% P/V) como agente antipardeante. Los resultados indicaron que la
concentracion de gases en tarrinas y bolsas perforadas no mostraron diferencias entre si,
ambos cercanas a las concentraciones gaseosas del aire, pero si hubo diferencias con las
bolsas BB4, donde se alcanzé 1,3 % de O, y 31,9% de CO, durante el primer ensayo y
0,04% de O, y 50,1% de CO; en el segundo ensayo. A los 14 dias, la conservacion de la
calidad de los arilos de granada a 5+0,5°C en tarrinas y bolsas perforadas tampoco mostro
diferencias entre si, siendo mejor evaluadas que las bolsas BB4, segun los resultados de la
evaluacion sensorial.

Utilizando arilos de granada de la variedad ‘Mollar’, Artés et al. (1997) realizaron ensayos
utilizando bolsas de polipropileno perforado (33 perforaciones por dm? de 2 mm de
diametro cada una), almacenandolos a 1 °C y 90% de humedad relativa. La duracion de los
arilos se prolongdé hasta 10 dias.

A partir de lo anterior y debido a que ‘Wonderful’ es una de las variedades mas cultivadas
en Chile, se evalud esta variedad en conjunto con una seleccion de esta ultima, el clon
‘UCH-NGD?, planteando la siguiente hipdtesis y objetivo.

“Carlos Hortuvia, Ingeniero Agrénomo, Sealed Air Cryovac, 2012 (Comunicacién Personal)



Hipotesis: Los arilos de granada del clon seleccionado ‘UCH-NGD’ tienen igual
comportamiento que los de la variedad ‘Wonderful’, bajo iguales condiciones de minimo
proceso en fresco.

Objetivo: Evaluar el efecto del genotipo y tipo de envase sobre las caracteristicas
microbioldgicas y sensoriales de arilos de granada bajo refrigeracion y su comportamiento
en el tiempo



MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

El estudio se realizé durante los meses de julio y agosto de 2010 en el Centro de Estudios
Postcosecha (CEPOC) de la Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile
y en los laboratorios de Andlisis Microbioldgico y Evaluacion Sensorial del Departamento
de Agroindustrias y Enologia de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de
Chile, La Pintana, Santiago. Este estudio fue financiado por el proyecto “Desarrollo y
elaboracion de alimentos funcionales en base a fruta de granados producidos en zonas
aridas y semi-aridas de Chile” codigo 07CT9 PZT-32, INNOVA-Chile.

Materiales

Se utilizaron granadas variedad ‘Wonderful’ obtenidas de un huerto de Agricola Lafrut,
ubicado en Huechdn, Provincia de Melipilla, Region Metropolitana (33° 5° 0,15 S; 70°
45" 14,14 O). El establecimiento del huerto se realiz6 en el afio 2004, con un marco de
plantacion de 3 x 5 m y sistema de conduccidn en copa abierta.

También se utilizaron granadas del clon ‘UCH-NGD’, seleccionado de la variedad
“Wonderful’ y establecidos en un huerto de Agricola Santa Carmen, ubicado en Curacavi,
Provincia de Melipilla, Regién Metropolitana (33° 22" 09,45" S; 71° 09" 15,97 O). El
establecimiento del huerto se realiz6 en el afio 2007, con marco de plantacion de 3 x 1,5 m
y sistema de conduccién en multi eje.

Se utilizaron frascos de vidrio y envases transparentes. Los frascos de vidrio tenian un
cierre hermético y una capacidad de 500 mL. Se utilizaron dos tipos de envases
transparente: unos de polipropileno, rigidos, con tapa y perforados (con ventilacion del 4 %
de la superficie) y otros de poliéster, rigidos cerrados con tapa (sin perforacion) con
permeabilidad al O, y CO, de 79 mL m™ 24h™ y 240 mL m™ 24h™, respectivamente.
Ambos tipos de envases con 250 mL de capacidad (Figura 1).

Como agente sanitizante se utiliz6 hipoclorito de sodio (NaClO) a concentraciones de 200
y 100 mg L™ para frutos enteros y arilos, respectivamente.



(A) (B)
Figura 1. Envases utilizados. (A) envase rigido de poliéster cerrado; (B) envase rigido de
polipropileno perforado (4%).

Metodologia

Tratamientos y Disefio Estadistico

Se establecieron dos ensayos independientes, uno para determinar la tasa respiratoria de
arilos de granada y otro para caracterizar el comportamiento de los arilos en distintos tipos
de envase durante su almacenaje.

Ensayo 1. Tasa respiratoria. Se midio la tasa respiratoria de arilos de granada del clon
‘UCH-NGD?’, y de la variedad “Wonderful’. Los arilos se depositaron en frascos de vidrio
herméticos (sin envase). Para cada genotipo de forma independiente se realiz6 un disefio
completamente al azar con 5 tratamientos (tiempos de estudio 0, 1, 3, 7 y 14 dias) con 6
repeticiones cada uno. La unidad experimental utilizada fue el frasco de vidrio con cierre
hermético de 500 mL de capacidad con aproximadamente 130 g de arilos de granada. En
cada tiempo de estudio por separado, se compararon los genotipos.

Ensayo 2. Caracterizacion fisica, quimica, microbiol6gica y sensorial. Para analizar los
parametros concentracion de gases, color del jugo de arilos, solidos solubles, pH, acidez
titulable, pérdida de masa, analisis microbioldgico y analisis sensorial, se establecié un
ensayo con un disefio completamente al azar, con arreglo factorial de 2x2, donde el primer
factor correspondi6 al tipo de envase (envase con o sin perforaciones) y el segundo al
genotipo de arilos de granada (‘Wonderful’, clon ‘UCH-NGD?), para un total de cuatro
tratamientos (Cuadro 1) con seis repeticiones cada uno, exceptuando el analisis
microbioldgico que contd con tres repeticiones y el analisis sensorial que conté con doce
repeticiones (panelistas). Se evalu6 independientemente cada dia de estudio (7 y 14).



El color de los arilos se evaluo sin hacer un analisis estadistico, mediante los descriptores
de granada de Mars (1995).

La unidad experimental utilizada fue el envase rigido de arilos de granada de
aproximadamente 150 g de fruta.

Cuadro 1. Tratamientos realizados en arilos de granada variedad de ‘Wonderful’ y clon
‘UCH-NGD’

Tratamiento Genotipo Envase
T1 ‘Wonderful® Perforado
T2 ‘Wonderful’® No Perforado
T3 ‘UCH-NGD’ Perforado
T4 ‘UCH-NGD’ No Perforado

También se analiz6 independientemente la evolucion de cada tratamiento en el tiempo 7 y
en el tiempo 14 utilizando las 6 repeticiones de cada uno de los momentos de evaluaciéon.

Procedimiento

Las granadas se cosecharon de 5 plantas seleccionadas segun homogeneidad, utilizando
como criterio de cosecha el desarrollo de color de cubrimiento sobre el 75%, para ambos
genotipos.

La fruta entera se recepcioné en el Centro de Estudios Postcosecha (CEPOC) y ahi se lavé
con agua potable por inmersién con el fin de eliminar cualquier residuo, luego se desinfecto
por inmersion con una solucién de agua potable con hipoclorito de sodio a una
concentracion de 200 mg L™ durante tres minutos. A esta solucién se le ajusté el pH a 6,8-
7,0 mediante el uso de &cido citrico al 1%. Los frutos se secaron con papel absorbente uno
a uno y posteriormente se almacenaron en bandejas plasticas (una capa de frutos por caja)
en una camara a 6+0,5°C y 90+5% humedad relativa (HR) durante 103 dias.

Seleccion de la materia prima
Transcurridos 103 dias de almacenamiento se selecciond por homogeneidad visual la

materia prima, eliminando las granadas con presencia de hongos, agrietadas y las que
presentaron quemaduras por sol (Melgarejo y Martinez, 1992).
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Procesamiento

En una sala de procesamiento a 8°C los frutos enteros se lavaron y desinfectaron mediante
el uso de agua potable a 5°C con hipoclorito de sodio a una concentracién de 200 mgL™
durante tres minutos y se dejaron escurrir durante 1 minuto sobre una bandeja tamiz de
acero inoxidable (Figura 2).

Posteriormente, se hicieron dos cortes a los frutos, uno en la seccion de insercion del
pedunculo y otro en la seccion continua a la roseta con cuchillos de filo liso.
Cuidadosamente se abrieron y desgranaron los frutos manualmente para no causar dafios
fisicos (Apéndice I, Figura 1), eliminando aquellos arilos con dafios mecanicos y los faltos
de color para asegurar una materia prima de buena calidad (Apéndice I, Figura 2). A
continuacion se sumergieron los arilos en una solucion a 5°C de agua potable con
hipoclorito de sodio (100 mgL™) durante 30 segundos y se dejaron escurrir durante 5
minutos sobre una bandeja tamiz de acero inoxidable, teniendo especial cuidado de no dejar
agua en superficie, para disminuir el riesgo de proliferacion microbiana (Schlimme, 1995;
Wiley, 1997).

Una vez que los arilos estuvieron sin agua en superficie, se envasaron 150+1 g de arilos
(Apéndice I, Figura 3) segun los tratamientos correspondientes (Cuadro 1) (Apéndice I,
Figura 4) y se almacenaron en una camara a 5+0,5° C y 90+5% de HR por un periodo
maximo de 14 dias.
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Cosecha

A 4
Recepcidn

\ 4

Lavado e inmersién de frutos en agua
con NaClO (200 mg L) por 3 min.

!

Almacenamiento por 103 dias
(6+0,5°C y 90+5% HR)

i

Seleccion frutos

\ 4

Inmersién frutos en agua con
NaClO (200 mg L™) por 3 min.

\ 4

Pelado y desgrane
manual de frutos

A 4

Seleccion arilos
sin dafio mecanico

!

Inmersion arilos en agua con
NaClO (100 mg L) por 30 s.

A 4
Envasado (150+1 g) segun tratamiento

v

Almacenamiento (5+0,5°C y
90+5% HR) hasta 14 dias.

Figura 2. Linea de procesamiento para arilos de granada minimamente procesados de la
variedad ‘Wonderful’ y del clon ‘UCH-NGD"’.
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Variables medidas

Caracterizacion previa de materia prima

Se realiz6 una caracterizacion inicial de los frutos de granado. Para ello se tomaron 25
frutos de cada genotipo al azar y se determinaron los siguientes parametros:

Fruto entero: Rendimiento (masa del total de los arilos en relacion la masa total de los
frutos utilizados); masa del fruto entero (con una balanza electrénica, Precisa); diametro
polar y ecuatorial del fruto (con un pie de metro); porcentaje de cubrimiento del fruto; color
externo del fruto (con un colorimetro tri-estimulo portatil Minolta, modelo CR-300).

Arilos: Masa de arilos (con una balanza electronica, Precisa); diametro polar y ecuatorial de
arilos (con un pie de metro); color arilos (utilizando los descriptores de granada de Mars,
1995); color del jugo de arilos (con un colorimetro tri-estimulo portétil Minolta, modelo
CR-300); pH (con pH-metro Hanna, pH 21); acidez titulable (con pH-metro Hanna, pH 21
y un agitador Thermolyne Nuova II); solidos solubles (con un refractometro
termocompesado, Atago). También se realizaron analisis microbioldgicos. La metodologia
empleada para cada variable se describe més adelante.

Ensayo 1. Tasa respiratoria

Se determind la tasa respiratoria utilizando un sistema estatico. Para ello se introdujeron
arilos de una masa determinada (130+5 g) en frascos de vidrio con cierre hermético de 500
mL de capacidad, provistos de un septum (tabique) de silicona en sus tapas, a través del
cual, transcurrida una hora desde el cierre de los frascos se tomaron muestras gaseosas de
10 mL utilizando una jeringa plastica (Nitro, Argentina). La composicion gaseosa de las
muestras se determind mediante el uso de un cromatografo de gases Hewlett Packard
(modelo 5890 serie I, EE.UU.) provisto de un detector de conductividad térmica al que se
inyectaron las muestras para obtener el porcentaje de CO, de cada una y poder determinar
asi la tasa respiratoria de los arilos usando la siguiente formula:

Tasa respiratoria (mL de CO; kg™ h™) = (% CO, muestra - % CO, ambiente) VEL (mL)
100 M (kg) T (h)

Donde:

VEL.: Volumen espacio libre (mL) = [Volumen del frasco (mL) - Volumen de los arilos

(mL)]
M: Masa de los arilos (kg)
T: Tiempo (h)

Estas mediciones fueron realizadas los dias 0, 1, 3, 7 y 14 a partir del procesamiento.
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Ensayo 2. Caracterizacion fisica, quimica, microbioldgica y sensorial
Concentracion de gases

Las muestras gaseosas se tomaron directamente de los envases mediante la utilizacion de
un analizador de gases manual (Check Point, PBI Dansensor Ringsted, Dinamarca). Los
resultados se expresaron como porcentaje de CO, y O, Esto se realizé los dia 0, 1, 3, 7y
14,

Color de los arilos

Se midio el color de los arilos utilizando los descriptores de granada de Mars (1995),
observando el color més representativo de cada muestra (Anexo ). Los resultados se
expresaron como color de las semillas. Esta medicion se realiz6 los dias 7 y 14.

Color de jugo de arilos

Se midié el color de jugo del prensado de 100+3 g de arilos obtenido a partir de envases
contenedores individuales, ocupando 15 mL de jugo, el cual fue depositado en un pocillo de
cuarzo. Se utilizé un colorimetro portéatil tri-estimulo Minolta, modelo CR-300. Los
resultados se expresaron como luminosidad, L (L=0 negro, L=100 blanco); a* (-a=verde,
+a=rojo) y b* (-b=azul, +b=amarillo). Esta medicién se realiz6 los dias 7 y 14.

Sélidos Solubles (SS)

Se midid el contenido de sélidos solubles al jugo de los arilos de granada, obtenido de
envases individuales, mediante el uso de un refractometro termocompensado Atago, Japdn,
a temperatura ambiente. Los resultados se expresaron como porcentaje de solidos solubles.
Esta medicion se realiz6 los dias 7 'y 14.

pH

Se determiné el pH en el jugo de los arilos, obtenidos de envases individuales, utilizando
un pH-metro Hanna, pH 21. Esta medicion se realizo los dias 7 y 14.

Acidez titulable

Se determind mediante la titulacion de 10 mL de jugo de arilos de granada, obtenido de
cada repeticion, con NaOH 0,1 N hasta la neutralizacion de los &cidos organicos a pH 8,2-
8,3. Esto se realizd utilizando un pH-metro Hanna, pH 21 sobre un agitador Thermolyne
Nuova Il. Los resultados se expresaron como porcentaje de acido citrico. Esta medicion se
realizé los dias 7 y 14.
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Pérdida de masa

La pérdida de masa se determin6 masando los gramos de arilos en los envases contenedores
inmediatamente después del envasado y los dias 7 y 14, utilizando una balanza electronica
(Precisa, Suiza). Los resultados se expresaron como porcentaje (%) de pérdida de masa
respecto de la masa inicial al momento de ser envasados.

Analisis microbiolégico

Se realiz6 el recuento de microorganismos a los arilos tomando muestras los dias 7 y 14. Se
hizo recuento de bacterias aerobias mesofilas y psicrofilas, hongos y levaduras,
enterobacterias, microorganismos del género Salmonella y Staphylococcus aureus.

Se tomaron 10 g de muestra de arilos de granada por envase y se molieron en 90 mL de
Agua Peptonada estéril durante 1 minuto dentro de una bolsa estéril utilizando un digestor.
Para llevar a cabo los recuentos, se siguieron los métodos descritos por el Instituto de Salud
Publica de Chile (1998).

Para el recuento de microorganismos aerobios mesofilos y psicrofilos se utilizé como
medio nutritivo Agar para Conteo de Placas (PCA, DIFCO). Las condiciones de incubacién
fueron de 37° C durante 48 horas para mesofilos y a 7° C durante 7 dias para psicrofilos.

Para el recuentos de hongos y levaduras, se utiliz6 Agar Papa Dextrosa (PD, OXOID),
acidificado con acido lactico al 1%. Las condiciones de incubacion fueron de 22° C durante
2 dias para levaduras y de 5 dias para hongos.

Para los recuentos de enterobacterias se realizaron siembras en profundidad con 1 mL de la
dilucion. Se utiliz6 como medio nutritivo Agar de Levine con Eosina y Azul de Metileno
(EMB,0XOID) y se incub6 a 37 °C durante 48 horas.

En el caso de la determinacion de microorganismos del genero Salmonella, se utilizaron
muestras de 25 g y se homogeneizaron con 225 mL de Agua Peptonada Tamponada
(proporcion muestra/agua peptonada 1:9), luego se incub6 las homogeneizciones a 35°C
por 24 horas. Transcurrido este tiempo, se agité suavemente y se transfirio 1 mL a 10 mL
de Caldo Selenito Cistina (CSC) adicionado de Novobiocina al 1% y 0,1 mL a 10 mL
Caldo Rappaport Vassiliadis (CRV). Se incubd por 24 horas el CSC a 35 °C y el CRV a
4°C. Luego se sembrd con un asa cada uno de los caldos sobre Agar Salmonella-Shigella
(SS) y Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), incubando las placas por 24 a 48 horas a
35°C. Finalmente, para la realizacion de la lectura, se observo en las placas la presencia de
colonias sospechosas y cuando existieron, se inoculé cada colonia en las pruebas
bioquimicas Agar Triple Azuca Hierro (TSI), Agar Hierro Lisina (LIA) y Agar Movilidad
Indol Ornitina (MIO).
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Para definir la presencia de Staphylococcus aureus se usé Agar Baird Parker (BP) y
Emulsion de Yema de Huevo al 20% con Telurito, incubando 1 mL de dilucion durante 48
horas a 35 °C.

Los recuentos totales de microorganismos se expresaron como unidades formadoras de
colonias por gramo (UFC g™).

La calidad microbioldgica se evalud de acuerdo con la legislacion chilena para frutas y
otros vegetales comestibles pre-elaborados, listos para el consumo (Ministerio de Salud
Chile, 2009) (Anexo II).

Andlisis sensorial

Se utiliz6 el método de anélisis descriptivo-cuantitativo, aplicado a un panel de 12 jueces,
usando una pauta no estructurada de 0 a 15 cm, donde se evaluaron parametros como
apariencia, pardeamiento, acidez, turgencia, intensidad de sabor, sabores extraiios y aromas
extrafios. Se realizo los dias 0, 7 y 14. La pauta de evaluacion se describe en el Anexo Il1.

Andlisis Estadistico

Ensayo 1

Se determind la ocurrencias de diferencias significativas entre los tratamientos (tiempos de
almacenaje) en forma independiente para cada genotipo a través de un analisis de varianza
(ANDEVA) al 5% de significancia. Adicionalmente se comparé el comportamiento de los
genotipos independientemente en cada tiempo de estudio a través de una prueba t de
Student al 5% de significancia.

Ensayo 2

Los resultados obtenidos se evaluaron con un analisis de varianza (ANDEVA) al 5% de
significancia. Cuando se encontraron interacciones entre los factores envase y genotipo,
todos los tratamientos fueron analizados en su conjunto, pero cuando no hubo interaccion
se analizo independientemente cada factor. Cuando se presentaron diferencias significativas
entre tratamientos se aplico la prueba de comparacién mdltiple de TUKEY para separar
las medias de los tratamientos.

Para evaluar la evolucion de cada tratamiento en el tiempo se compar0 el tiempo 7 vy el
tiempo 14 a través de una prueba t de Student al 5% de significancia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion previa de la materia prima

Transcurridos 103 dias de almacenamiento refrigerado, se pudo observar un 16% de los
frutos de variedad ‘Wonderful’ y un 15,9% de los frutos del clon ‘UCH-NGD’ con algin
grado de pudricion, los que fueron descartados antes del desgrane. Ademas se observé una
evidente deshidratacion de los frutos explicada por el tiempo de almacenamiento
refrigerado transcurrido, la que fue levemente menor en los frutos de ‘UCH-NGD”.

Luego del descarte, se utilizaron 17,3 kg de granadas variedad ‘Wonderful’ (Figura 3),
obteniendo 9,6 kg de arilos, lo que representa un 55,2% de rendimiento. En el caso de
"UCH-NGD’ (Figura 3) se utilizaron 17,5 kg de granadas, obteniendo 10,4 kg de arilos de
calidad, lo que representa un 59,5 % de rendimiento. En el Cuadro 2 se muestran los
resultados obtenidos de la caracterizacion previa de los frutos enteros de granada.

(A) (B)

Figura 3. Frutos de granada antes del procesamiento. (A) variedad ‘Wonderful’; (B) clon
‘UCH-NGD’.
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Cuadro 2. Caracterizacion previa de frutos enteros de granada variedad ‘Wonderful’ y
clon ‘UCH-NGD’

Parametro ‘Wonderful’ ‘UCH-NGD’

Masa del fruto (g) 320,6%15,0 292,4+7,0

Diametro polar del fruto (mm) 88,4+4,0 85,8+8,0

Didmetro ecuatorial del fruto (mm) 88,413,1 86,4+4,0

Porcentaje de cubrimiento del fruto (%) 90+5,0 86,6+6,0

Color externo del fruto L 46,2+2,5 46,3+2,7
a* 44,3+1,9 42,4429
b* 22,6+1,4 24,6+1,5
c* 49,7+1,6 49,0+2,0
Nab 0,5+0,0 0,5+0,0

Los valores representan el promedio +EE. Anélisis entre genotipos no presentaron
diferencias significativas (p < 0,05).

Los resultados de la caracterizacion previa de los arilos de granada variedad ‘Wonderful” y
del clon ‘UCH-NGD’ se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Caracterizacion previa de caracteristicas fisica y quimica de arilos variedad
‘Wonderful’ y del clon ‘UCH-NGD’

Parametro ‘Wonderful’ ‘UCH-NGD’

Masa de arilo (g) 0,3+0,0 a 0,3t0,0 a

Diametro polar arilo (mm) 9,1+1,0 a 9,2+10 a

Diametro ecuatorial arilo (mm) 7,2+0,8 a 6,5+0,5 a
Color arilos Rosa intenso Rosa

Color jugo arilos L 26,3+0,1 a 26,3£0,2 a

a* 4,6+0,4 a 42405 a

b* 1,8+0,1 a 1,6+£0,1 a

c* 5,0+0,4 a 45405 a

Nab 0,4+0,0 a 0,4+0,0 a

pH 3,6+0,0 a 3,6£0,0 a

Acidez titulable (%) 0,9+0,0 a 0,9+0,0 a

Sélidos solubles (%) 12,7+0,1 a 13,1+0,1 b

Los valores representan el promedio = EE. Letras diferentes en sentido horizontal indican
diferencias significativas entre genotipos (p <0,05).

Los resultados de los analisis microbioldgicos realizados, previo a la sanitizacion con
hipoclorito de sodio se muestran en el Apéndice II.
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Evaluacion de los tratamientos

Ensayo 1. Tasa respiratoria

Luego del procesamiento (dia 0) las tasas respiratorias de los arilos de granada de variedad
‘Wonderful’ y de los de el clon ‘UCH-NGD’ fueron similares, siendo cercana a 3,0 mL
CO, kg™ h™. El dia 1 se observé una disminucion en las tasas respiratorias con respecto al
dia 0 (1,9 y 2,2 mL CO, kg h™ para “Wonderful’ y el clon ‘UCH-NGD’), sin existir
diferencias entre ellas (Apéndice Ill). El dia 3 no hubo variaciones con respecto a la
medicion anterior (Figura 3).

4
alB
3 a AR
:[ aBWa 4 ad af -E
S y; A5 a AH
E-' a M aA
1
0
o 1 2 3 4 6 7 & © 10 11 12 13 14

) Tiempo (dias)
—+—VWonderful ——UCH-WNGD

Figura 3. Variacion de la tasa respiratoria de arilos de granada variedad ‘Wonderful’ y del
clon ‘UCH-NGD’, conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR en envases de vidrio. Los
valores son la media (n=6) + EE. Letras minusculas diferentes en sentido vertical
indican diferencias significativas entre genotipos. Letras mayusculas diferentes del

mismo color (en sentido horizontal) indican diferencias significativas en el tiempo (p <
0,05).

Los dias 7 y 14 las tasas respiratorias de los arilos de la variedad ‘Wonderful’ registraron
un leve aumento en el tiempo. Los arilos del clon ‘UCH-NGD’ solo registraron dicho
aumento el dia 14 (Figura 3). En ninguno de los dias de medicion se observé diferencias
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entre las tasas respiratorias de los arilos de variedad ‘Wonderful’ y de ‘UCH-NGD’
(Apéndice I1I).

La mayor tasa respiratoria durante la medicion del dia 0 de los arilos de granada, en
comparacion al resto de los dias podria deberse al estrés del fruto causado por el
procesamiento, que altera la integridad de los tejidos (Oms-Oliu et al., 2008; Lépez y
Mercado, 2005; Vargas et al., 2010). Saavedra del Aguila et al. (2006) sefialaron que la
mayor tasa respiratoria de rdbanos minimamente procesados, a diferentes temperaturas se
logré una hora luego del procesamiento, esto fue asociado a la tensién provocada sobre los
tejidos debido los cortes propios del minimo proceso. La disminucion de la tasa respiratoria
y su posterior mantencion en el tiempo fue observada por Rivera-Lopez et al. (2005) y por
Teixeira et al. (2001) en papaya minimamente procesada y por Saavedra del Aguila et al.
(2006) en rabanos minimamente procesados.

El dia 14, las tasas respiratorias mostraron una tendencia al alza. Esto podria deberse al
deterioro de la fruta en el tiempo, debido a que carbohidratos, proteinas y grasas son
desdoblados, con la respectiva liberacion de energia; esta pérdida de reservas se traduciria
en un aceleramiento de la senescencia (Wills et al., 1998; Kader, 2007).

Kader (2006) indic6 que la tasa respiratoria de arilos de granada a 5 °C es relativamente
baja y fluctGia entre 1,5 a 3 mL de CO, kg™ h™. Cantwell y Suslow (2007) afirmaron que
dicha tasa es de 2 mL CO, kg™ h™’. Gil et al. (1996b) sefialaron que en variedad Mollar fue
de 1,3y 1,9 mL CO, kg h™ conservados a 4 y 8°C respectivamente. Mufioz (2009)
registré valores de 2,3 mL CO, kg™ h™* para variedad Wonderful y 3,9 mL CO, kg™ h™ para
la variedad Chiza.

Ensayo 2. Caracterizacion fisica, quimica, microbioldgica y sensorial

Concentracion de gases

Para el dia 0 se consideraron valores de 0,03% y 21,0% de CO, y O, respectivamente. A
partir del dia 1 se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, dependiendo
del envase utilizado e independiente de si se utilizé arilos de variedad ‘Wonderful’ o del
clon ‘UCH-NGD?’, sin existir interaccién entre los factores. Los tratamientos en que se
utilizé envases con perforaciones presentaron un porcentaje menor de CO; (0,4%) que los
tratamientos en envases sin perforaciones (1,0%). Esta tendencia se repitid los dias 3, 7 y
14 (Apendice V).

Esto podria explicarse debido a que los envases al tener perforaciones, éstas permitirian un
mayor intercambio con el aire, por lo que los componentes de éste influirian en los
porcentajes de gases contenido en los envases (Schlimme y Rooney, 1997; Vargas et al.,
2010), pero debido a la respiracién de los arilos, estos valores serian ligeramente superiores
al CO, atmosferico. Con respecto a los envases sin perforaciones, su concentracion de CO,
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fue aumentando a medida que pasaron los dias como consecuencia de la respiracion de los
arilos y la menor posibilidad de intercambio con el aire (Gil et al. ,1996b; Palma et al.,
2009).

2,0
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=4="Wonderful' + Envage perforado == "Wonderful'+ Envase no perforado
"UCH-NGD' + Envase perforado == "TJCH-NGD' + Envage no perforado

Figura 4. Variacién en la concentracion de CO, en arilos de granada variedad ‘Wonderful’
y del clon ‘UCH-NGD?, conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR en diferentes envases. Los
valores son la media (n=6) + EE. Letras mayusculas diferentes del mismo color (en
sentido horizontal) indican diferencias significativas en el tiempo (p < 0,05).

Luego de 14 dias, si bien los tratamientos presentaron diferencias estadisticas aumentando
la concentracién de CO, en el tiempo (Figura 4), en la préctica estas diferencias son
consideradas despreciables®. Valladares (1999) utilizando envases perforados (como
testigo) y Mufioz (2009) al utilizar EVA perforada, presentaron concentraciones de CO,
similares a las registradas en este estudio (0,2% en ambos casos) cuyas variaciones en el
tiempo tampoco fueron consideradas significativas.

Las bajas concentraciones registradas en los envases sin perforaciones y sus similitudes con
las concentraciones de los envases perforados podrian indicar que el cierre de los envases
no fue hermético.

*Horst Berger, Ingeniero Agronomo, 2011. (Comunicacién personal)
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En el caso del O, ocurrié algo similar a lo sefialado en el caso de CO, en relacion a los
envases utilizados. El dia 1 todos los tratamientos disminuyeron su porcentaje de O, en
relacién al dia 0 (21%), presentando valores cercanos a 20,5% (Figura 5). En general, los
tratamientos no presentaron diferencias estadisticas entre ellos (Apéndice 1V).

C
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o 1r 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tiempo (dias)
=—"Wonderful' +Envase perforado == "Wonderful' +Envaseno perforado

"UCH-NGD' + Envase perforado =="TJCH-NGD' + Envase no perforado
Figura 5. Variacion en la concentracion de O, en arilos de granada variedad ‘Wonderful® y
del clon ‘UCH-NGD?’, conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR en diferentes envases. Los
valores son la media (n=6) + EE. Letras mayusculas diferentes del mismo color (en
sentido horizontal) indican diferencias significativas en el tiempo (p < 0,05).

A partir del dia 3 se registraron diferencias significativas, relacionadas con el tipo de
envase y no con el genotipo, siendo los arilos en envases con perforaciones los que
presentaron mayores concentraciones de O,. No hubo interaccion entre los factores
(Apéndice 1V).

Los envases con perforaciones presentaron mayor contacto con el aire, por lo que los
componentes de éste podrian haber influido en los porcentajes de los gases al interior de los
envases (Schlimme y Rooney, 1997; Vargas et al., 2010). En el caso de los envases sin
perforaciones, el O, fue disminuyendo posiblemente debido a la respiracion de los arilos en
el tiempo (Gil et al. ,1996b; Palma et al., 2009) y al cierre no hermético de los envases.
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Color de los arilos

Esta variable no fue evaluada estadisticamente. El dia 7 ambos genotipos cambiaron de
color en relacién a la caracterizacion previa efectuada, siendo el color rosa rojizo el
correspondiente a los arilos de variedad ‘Wonderful’ y el color rosa intenso el
correspondiente a los del clon ‘UCH-NGD’. El dia 14 los arilos de la variedad ‘Wonderful’
presentaron un color rojo intenso, mientras que los del clon ‘UCH-NGD’ presentaron color
rosa rojizo.

Durante la conservacion, los arilos de la variedad ‘Wonderful’ presentaron colores mas
oscuros que los del clon seleccionado ‘UCH-NGD’; los tratamientos presentaron colores
mas oscuros a medida que transcurrieron los dias de almacenamiento.

Sepllveda et al. (1998) no registraron cambios de color durante el almacenamiento
refrigerado de arilos de granada variedad ‘Wonderful’, sefialando que se mantuvo el color
“rojo oscuro” durante 14 dias a 4+0,5°C. Tapia (1999) también registrd el color “rojo
oscuro” durante todas las mediciones realizadas en arilos de granada variedad ‘Wonderful’
durante 14 dias a 4+0,5°C.

El cambio de color de los arilos en el tiempo, tendiendo a coloraciones mas oscuras podria
deberse al pardeamiento enzimatico propio de los frutos minimamente procesados (Blach et
al., 2010; Herrera et al., 2003; Varoquaux y Wiley, 1997).

Color del jugo de los arilos
Luminosidad, L

Durante el almacenamiento, los tratamientos correspondientes a la variedad ‘Wonderful’
mantuvieron sus valores de luminosidad (cercano a 26,0) durante todo el periodo de
almacenamiento refrigerado. Los arilos del clon ‘UCH-NGD’ no se comportaron de igual
manera; en envases con perforaciones los valores de L no registraron diferencias
significativas durante las mediciones de los dias 7 y 14 (en promedio 29,1); en envases sin
perforaciones si se registr6 un aumento significativo durante la medicion del dia 14 (de
27,6 a 28,5) (Figura 6). Al comparar estos valores con la caracterizacion previa (Cuadro 3),
se observé que en los tratamientos en que se utilizo el clon ‘UCH-NGD’ aumenté la
luminocidad respecto a la mencionada caracterizacion previa, no asi en los tratamientos en
que se utilizo la variedad “Wonderful’, que se mantuvo en valores similares.

El dia 7 se observaron diferencias entre los tratamientos relacionadas con el genotipo y no
con el tipo de envase utilizado. Asi, los arilos del clon seleccionado ‘UCH-NGD’
presentaron mayores valores de luminosidad (promedio 28,0) que los de ‘Wonderful’
(promedio 26,5) (Apéndice 1V).
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Luego de 14 dias de almacenamiento continuaron las diferencias significativas dadas por
los genotipos, siendo los arilos del clon ‘UCH-NGD’ los que presentaron mayores valores
de L (promedio 29,1) (Apéndice IV).

7 14
Tiempo (Dias)
u "Wonderful' + Envase perforado m " Wonderful' + Envase no perforado
TUCH-NGD'+ Envase perforado B UCH-NGD'+ Envase no perforado

Figura 6. Variacion de luminosidad en el jugo de arilos de granada variedad ‘Wonderful® y
del clon ‘UCH-NGD?’, conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR en distintos envases. Los
valores son la media (n=6) + EE. Letras mayusculas diferentes del mismo color (en
sentido horizontal) indican diferencias significativas en el tiempo (p < 0,05).

El estudio realizado por Mufioz (2009) indic6 que hubo un aumento significativo en el
valor de L para arilos de granada variedad ‘Wonderful’ conservados en envases de EVA
perforado (L dia 0= 16, 5; L dia 7= 25,71). La misma tendencia observaron Gil et al.
(1996b) quienes utilizando arilos de granada cv. ‘Mollar’ envasados y lavados con cloro a
distintas temperaturas, registraron un aumento del valor L después de 7 diasa 4y 8°C.

Lozano et al. (1994) sefialaron que existe una relacion directa entre la disminucion de la
luminosidad (oscurecimiento) y el aumento del pardeamiento. EIl que no haya existido una
disminucion de L en ninguno de los tratamientos podria deberse a que en las reacciones de
pardeamiento enzimatico, la enzima polifenoloxidasa (PPO) actlia con un pH 6ptimo que
va entre 5 y 7, disminuyendo bastante la velocidad de pardeamiento a pH 3,7 y siendo casi
nulo a pH 2,5 (Braverman, 1967). Los pHs obtenidos en este estudio durante todas las
mediciones fueron entre 3,5y 3,7.

Mercado et al. (2007) indicaron que existié una disminucion de éste parametro al final su
estudio (dia 20), sin embargo para el dia 14 en aquellos tratamientos en que se utilizaron
arilos de granada, ya sea proveniente de frutos partidos o enteros, presentaron un aumento
con respecto al dia 8.
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Parametro a*.

Durante el tiempo de almacenamiento, los tratamientos correspondientes a la variedad
‘Wonderful” disminuyeron significativamente sus valores de a* (de 6,9 a 4,7 en promedio)
mientras que en los tratamientos correspondientes al clon ‘UCH-NGD’ estos valores no
variaron (de 9,0 a 9,9 en promedio). No se registré una variacién de comportamiento en
relacion al envase (Figura 7). Ademas se observé que en las mediciones del dia 7, todos los
tratamientos presentaron mayores valores de a* respecto a la caracterizacion previa
(Cuadro 3), a diferencia del dia 14, en que la variedad Wonderful present6 valores similares
a la caracterizacion previa, mientras que el clon UCH-NGD registro valores mas altos.

El dia 7 se observaron diferencias entre los tratamientos relacionadas con el genotipo y con
el tipo de atmosfera generada por los diferentes envases, pero no una interaccion
significativa entre los factores. El dia 14 s6lo se mantuvieron las diferencias dadas por el
genotipo; los envases no fueron un factor significativo (Apéndice V).
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Tiempo (Dias)
u "Wonderful' + Envase perforado m "Wondertul'+ Envase no perforado
TUCH-NGD'+ Envase perforado B UCH-NGD'+ Envase no perforado

Figura 7. Variacion de a* en el jugo de arilos de granada variedad ‘Wonderful’ y del clon
‘UCH-NGD?’, conservados a 5+0,5°C y 90+5 % HR en distintos envases. Los valores
son la media (n=6) + EE. Letras mayusculas diferentes del mismo color (en sentido
horizontal) indican diferencias significativas en el tiempo (p <0,05).

Mufioz (2009) el dia 7 de su estudio en el tratamiento en que utiliz6 EVA perforado sin
antipardeante, presentd un aumento de los valores de a* (a* dia 0= 16,5; a* dia 7= 21,16);
por el contrario los tratamientos que no presentaron perforaciones sin el uso de
antipardeantes disminuyeron levemente sus valores (a* dia 7 EVA=15,41; a* dia 7 BB4=
15,01). Palma et al. (2009) también reportaron un aumento de los valores de a* para el dia
7 (a* dia 0= 2,20; a* dia 7= 2,60). Mufioz (2009) el dia 14 present6o una disminucion del
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valor a* respecto al dia 7 para la variedad ‘Wonderful’. Palma et al. (2009) el dia 10
registraron una leve disminucion de los valores de a*, considerado estadisticamente no
significativo (a* dia 10= 2,52).

Parametro b*

Se observo que durante el almacenamiento los tratamientos correspondientes a la variedad
‘Wonderful’ disminuyeron significativamente sus valores de b* desde el dia 7 al dia 14 (en
promedio de 2,5 a 1,9). El clon ‘UCH-NGD’ no present6 variacion de los valores de b*
durante estos dias (en promedio de 2,5 a 2,7) (Figura 8). En comparacion con la
caracterizacion previa se observd que, tanto los arilos de variedad ‘Wonderful’ como los
del clon “‘UCH-NGD’ presentaron valores mas altos de b* durante el dia 7, y que durante el
dia 14 sélo los tratamientos en que se utilizd el clon ‘UCH-NGD’ presentaron valores
mayores; los tratamientos en que se utilizo la variedad ‘Wonderful’ presentaron valores
similares a los de la caracterizacion previa.

El dia 7 no hubo interaccién entre los factores genotipo y envase, ni diferencias entre los
tratamientos dadas por alguno de los factores, presentando todos los tratamientos similares
valores de b*, sin diferencias significativas (cercano a 2,5). El dia 14 los tratamientos se
diferenciaron significativamente por el genotipo, registrando mayores valores de b*
aquellos tratamientos en que se utilizé el clon ‘UCH-NGD” (2,7 vs 1,9) (Apéndice 1V).
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1 "Wondertul'+ Envase perforado ® Wondertul' + Envase no perforado

TUCH-NGD'+ Envase perforado B UCH-NGD'+ Envase no perforado

Figura 8. Variacion de b* en el jugo de arilos de granada variedad ‘Wonderful’ y del clon
‘UCH-NGD?’, conservados a 5+0,5°C y 90£5 % HR en distintos envases. Los valores
son la media (n=6) £+ EE. Letras mayusculas diferentes del mismo color (en sentido
horizontal) indican diferencias significativas en el tiempo (p <0,05).
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Mufioz (2009) registr6 un aumento del valor b* en aquellos arilos envasados en EVA
perforada (b* dia 0= 4,6; b* EVA perforada sin antipardeante dia 7= 6,6), por el contrario,
los tratamientos sin perforaciones presentaron una disminucion de este parametro (b* EVA
sin perforaciones dia 7= 3,81; b* BB4 sin perforaciones dia 7= 3,59). Palma et al. (2009)
registraron una disminucion no significativa de los valores de b* entre el dia 7 y el dia 10
(b* dia 7= 2,78; b* dia 10= 2,74). El dia 11, Mufioz (2009) observé un incremento
significativo del valor de b* en todos los tratamientos con respecto al dia 7.

Sélidos solubles

Durante el periodo de conservacion se observd que en general, hubo un aumento
significativo en el porcentaje de s6lidos solubles durante las mediciones del dia 14 respecto
a las del dia 7 (Figura 9). En relacion a la caracterizacién previa (Cuadro 3), durante el dia
7, se observaron mayores porcentajes de solidos solubles en los arilos de variedad
‘Wonderful’ en ambos envases, mientras que los arilos del clon ‘UCH-NGD’ no tuvieron
variaciones con respecto a la caracterizacion de los frutos. El dia 14, sélo el clon UCH-
NGD no presentd mayores valores de solidos solubles en comparacion a la caracterizacion
previa.
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Figura 9. Variacion del contenido de sélidos solubles de arilos de granada variedad
‘Wonderful’ y del clon ‘UCH-NGD?’, conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR en distintos
envases. Los valores son la media (n=6) + EE. Letras mayusculas diferentes del mismo
color (en sentido horizontal) indican diferencias significativas en el tiempo (p < 0,05).

El dia 7 no hubo interaccion entre los factores genotipo y envase, ni diferencias
significativas entre tratamientos presentando todos porcentajes de solidos solubles
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similares, cercanos a 13,2%. El dia 14 tampoco hubo interaccion entre los factores, las
diferencias significativas se debieron al envase utilizado, siendo los tratamientos en envases
con perforaciones los que presentaron mayores porcentajes de solidos solubles (14% vs
13,5%) (Apéndice 1V).

El aumento en el porcentaje de s6lidos solubles pudo deberse a la pérdida de agua por
deshidratacion (Sepulveda et al., 1998), debido a esto es que el mayor aumento habria
ocurrido en aquellos tratamientos en que se utiliz envases con perforaciones, en donde al
existir una mayor disminucion en el porcentaje de agua, el porcentaje de sélidos solubles
respecto al total, aumentd (Gil et al., 1996). Tapia en 1999 también observé un aumento
significativo en el porcentaje de solidos solubles al utilizar arilos de granada variedad
‘Wonderful’ en envases de polietileno perforado.

pH

Durante el almacenamiento, los arilos del clon ‘UCH-NGD’ y de la variedad “Wonderful’
independiente del envase, disminuyeron sus pH durante las mediciones del dia 14 en
relacién al dia 7 (Figura 10). En comparacion a la caracterizacion previa (Cuadro 3) los
arilos del clon ‘UCH-NGD’ independiente del envase y los de ‘Wonderful’ en envases
perforados, presentaron mayores valores de pH en las mediciones del dia 7; el pH del
tratamiento ‘Wonderful’ en envases sin perforaciones se mantuvo. El dia 14, los valores de
pH de ‘Wonderful’ en ambos envases fueron menores que los registrados durante la
caracterizacion previa, mientras que los del clon ‘UCH-NGD’ se mantuvieron.

En el dia 7 el pH presento interaccion entre los factores genotipo y envase, observandose
que arilos de variedad ‘Wonderful” en envases sin perforaciones presentaron un pH (3,6)
significativamente inferior al resto de las combinaciones (3,7), a pesar que la diferencia no
sea relevante®. (Apéndice 1V).

En el dia 14 el pH no presenté interaccion entre los factores presentandose diferencias
significativas sélo entre los genotipos, los arilos de la variedad ‘Wonderful’ presentaron
menores valores de pH que los del clon ‘UCH-NGD?’, diferencias que no son relevantes
(Apéndice 1V).

* Horst Berger, Ingeniero Agrénomo, 2011. (Comunicacién personal)
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Figura 10. Variacion de pH de arilos de granada de la variedad ‘Wonderful’ y del clon
‘UCH-NGD’ conservados a 5+0,5°C y 90£5% HR en distintos envases. Los valores son
la media (n=6) = EE. Letras mayusculas diferentes del mismo color (en sentido
horizontal) indican diferencias significativas en el tiempo (p <0,05).

Estudios realizados por Palma et al. (2009) en sus mediciones del dia 7, también
observaron una leve alza en los valores de pH, pero a diferencia de este estudio, no fueron
significativas. Sepulveda et al. (1998) también observaron una leve disminucion del pH, no
significativa el dia 14 en comparacion al dia O en arilos minimamente procesados de
variedad ‘Wonderful’ conservados a 4° C por 14 dias. Estas investigaciones corroborarian
que estas diferencias en pH deben considerarse despreciables desde el punto de vista
préactico.

Acidez titulable

La acidez titulable durante el almacenamiento de los arilos de variedad ‘Wonderful’ y del
clon ‘UCH-NGD’ no present6 variaciones entre las mediciones de los dias 7 y 14 (Figura
11). Respecto a la caracterizacién previa (Cuadro 3), tanto de los arilos de variedad
‘Wonderful” en ambos envases como los del clon ‘UCH-NGD’ en envases con
perforaciones, presentaron una acidez titulable mayor durante las mediciones del dia 7. Los
arilos del clon seleccionado ‘UCH-NGD’ en envases sin perforaciones no presentaron
diferencias en relacion a la caracterizacion previa. El dia 14, estas tendencias se repitieron.

Los dias 7 y 14 hubo interaccion entre los factores genotipo y envase. Los arilos de la
variedad “Wonderful’ en envases con perforaciones presentaron valores de acidez titulable
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(1,1%) significativamente mayores que el resto de las combinaciones. Siendo los arilos de
‘UCH-NGD’ en envases sin perforaciones la combinacion cuya acidez titulable fue
significativamente la de mas baja acidez (0,9%). (Apéndice IV).

L5

Acidez titulable (%)

Tiempo (dias)
B "Wonderful' + Envaseperforado B "Wonderful' + Envaseno perforado
"UCH-NGD'+ Envaseperforado B'UCH-NGD'+Envaseno perforado

Figura 11. Variacion de acidez titulable de arilos de granada variedad ‘Wonderful’ y del
clon ‘UCH-NGD’, conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR en distintos envases. Los
valores son la media (n=6) £ EE. No se presentaron diferencias significativas entre los
tiempos (p<0,05).

El pequefio incremento en la acidez titulable registrada en relacion a la caracterizacion
previa (Cuadro 3) concuerda con lo descrito por Palma et al. (2009), quienes registraron un
incremento significativo en la acidez titulable de arilos de granada almacenados bajo
minimo proceso (AT inicial= 0,27%; AT dia 10= 0,30%). Esto también ocurri6 en el
estudio realizado por Sepulveda et al. (1998) en los tratamientos envasados en polietileno
perforado y sanitizados con agua clorada.

Yurena et al. (2005) sefialaron en una investigacion realizada en papayas minimamente
procesadas que el aumento de acidez titulable podria haber sido debido a la aparicion de
hongos y bacterias. Sepulveda et al. (1998) sefialaron también, que el aumento de acidez
titulable sufrido en su estudio, realizado en granadas minimamente procesadas variedad
‘Wonderful’, pudo deberse a un leve deterioro microbiano.
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Pérdida de masa

Durante el almacenamiento, los tratamientos en que se utilizd envases perforados
aumentaron la pérdida de masa entre los dias 7 y 14. Los tratamientos en envases sin
perforaciones no registraron esta variacion en el tiempo (Figura 12).

Los dias 7 y 14 las diferencias entre tratamientos estuvieron determinadas por el tipo de
envase. El dia 7 los tratamientos en que se utilizé arilos de variedad ‘Wonderful” y del clon
‘UCH-NGD’ en envases perforados presentaron pérdidas de masa de 2,4 y 2,5%
respectivamente. Los arilos en envases sin perforaciones, independiente del genotipo,
registraron una disminucion menor a 0,1% en su masa en relacion al dia 0. El dia 14 los
tratamientos en envases sin perforaciones presentaron pérdidas de masa de 0,1%. Los
tratamientos en envases con perforaciones obtuvieron pérdidas de 4,7 y 5,1% para
‘Wonderful’ y ‘UCH-NGD’ (Apéndice V).
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Figura 12. Pérdida de masa de arilos de granada variedad ‘Wonderful’ y del clon ‘UCH-
NGD’ conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR en distintos envases. Los valores son la
media (n=6) + EE. Letras mayusculas diferentes del mismo color (en sentido horizontal)
indican diferencias significativas en el tiempo (p < 0,05).

Esto podria explicarse debido a que los tratamientos en que se utilizé envases perforados se
encuentran en mayor contacto con el aire del ambiente y por lo tanto sufren una mayor
deshidratacion (Mercado et al., 2007).
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Esto concuerda con lo mencionado por Valladares (1999) quien en su estudio utilizé como
testigo arilos de granada variedad ‘Espafiola’ en bolsas perforadas, conservados a 5°C, las
cuales al dia 7 presentan una mayor pérdida de masa que el resto de los tratamientos
(Tarrina = 0,25%; BB4= 0,05%; Bolsa perforada= 1,87%). Mufioz (2009) trabajé con arilos
de granada variedad ‘Wonderful’ en diferentes envases, conservados a 5°C por 11 dias,
siendo también aquellos envases con perforaciones los que presentaron una mayor pérdida
de masa (BB4= 0,16%; EVA= 0,19%; EVA perforado= 0,38%). Tapia (1999) en el dia 14
presentd pérdidas de masa de hasta 5,2% promedio en arilos de granada variedad
‘Wonderful’, almacenados a 4°C en bolsas perforadas, siendo esta pérdida mayor a la de los
otros tratamientos (BB4= 0,35%; BE= 0,26%).

Analisis microbioldgico

Recuento de aerobios meséfilos. Durante el tiempo de almacenamiento, no hubo aumento
significativo de microorganismos aerobios mesofilos en ninguno de los tratamientos
(Figura 13).
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Figura 13. Recuento de aerobio meséfilos (RAM) en arilos de granada variedad
‘Wonderful’ y del clon ‘UCH-NGD’, conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR en distintos
envases. Los valores son la media (n=3) + EE. No se presentaron diferencias
significativas entre los tiempos (p<0,05).

Luego de 7 dias, los arilos sanitizados y expuestos a las condiciones de este estudio
presentaron un recuento de 3,3x10? UFCg™ en ‘Wonderful’ en ambos envases, de 3,0x10
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UFCg™ en ‘UCH-NGD’ en envases perforados y de 2,1 x 10° UFC g™ en ‘UCH-NGD’ en
envases sin perforaciones. El dia 14 no se registraron diferencias influenciadas por ninguno
de los factores de estudio, ni interaccion entre estos (Apéndice V). Los tratamientos en
envases perforados mostraron los valores mas altos de recuentos de aerobios mesdfilos pero
no se reflejaron en diferencias significativas.

Todos estos valores obtenidos son considerados “aceptables” por el Reglamento Sanitario
de los Alimentos de Chile, para microorganismos aerobios mesofilos en frutas y otros
vegetales comestibles pre-elaborados, listos para el consumo, en que se establece como
limite maximo 5 x 10° UFCg™ para que el alimento sea aceptable (Ministerio de Salud
Chile, 2009) (ANEXO I1) (Apéndice V).

Lopez-Rubira et al. (2005), sefialaron que arilos de granada minimamente procesados
variedad ‘Mollar de Elche’, tratados con NaClO (100 mg L™) y écido citrico (5%) por 2
minutos y luego tratados con radiacion UV-C tuvieron una vida atil de 10 a 12 dias, con
recuentos de hasta 1 x 10” UFC g™ . Mufioz (2009) reportd recuentos de aerobios meséfilos
por debajo del limite permitido por el Reglamento Sanitario de los Alimentos por hasta 11
dias para arilos de variedad ‘Wonderful’ minimamente procesados.

Microorganismos psicroéfilos. No se registrd aumento significativo de microorganismos
psicrofilos durante la conservacion refrigerada (Figura 14).
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Figura 14. Recuento de microorganismos psicrofilos en arilos de variedad ‘Wonderful’ y
del clon ‘UCH-NGD?’, conservados a 5+0,5°C y 90£5% HR en distintos envases. Los
valores son la media (n=3) £ EE. No se presentaron diferencias significativas entre los
tiempos (p<0,05).
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El dia 7, los tratamientos registraron valores de 1,8 x 10 a 3,2 x 10° UFC g, sin existir
diferencias entre tratamientos influenciadas por ninguno de los factores de estudio, ni por la
interaccién entre éstos Esto se repiti6 el dia 14, en que no se superd las 3,7 x 10° UFC g*
(Apéndice V).

Lépez-Rubira et al. (2005) en su recuento de microorganismos psicrofilos en arilos de
granada minimamente procesados concluyeron que el tratamiento de NaClO adicionado a
distintas dosis de radiacion UV-C reduce el conteo de microorganismos psicrofilos
inmediatamente después del procesado, y que luego de 13 dias de almacenamiento el
recuento de microorganismos con respecto al dia O fue mayor (no indica valores). Berbesi
et al. (2006) registraron medias de 2,8 x 10" UFC g* en melones minimamente procesados
y almacenados a 4°C por 5 dias.

Barry-Ryan et al. (1998) indicaron que el &cido citrico, entre otros &cidos orgénicos, ha
sido descrito como un fuerte agente antimicrobiano contra microorganismos mesofilos y
psicréfilos. Por lo tanto, el contenido de acido citrico (cercano a 1,0 %) de los frutos de
granada (EI-Nemr et al., 1990) podria haber influido en los bajos recuentos de este tipo de
microorganismos.

Enterobacterias. No se registraron aumentos significativos en los recuentos de
enterobacterias, en ninguno de los tratamientos en el tiempo de almacenamiento refrigerado
(Figura 15).

El dia 7, los arilos de granada de variedad ‘Wonderful’ en envases perforados presentaron
recuentos de 3,5 x 10° UFC g™, mientras que en envases sin perforaciones presentaron
2,7x10° UFC g*. Los tratamientos de ‘UCH-NGD’ en envases con y sin perforaciones
registraron recuentos de 4,9 x 10° UFC gy 4,6 x 10° UFC g™. El dia 14 no hubo aumentos
significativos en los recuentos de enterobacterias en ninguno de los tratamientos,
promediando 5,6 x 10° UFC g, sin existir diferencias significativas dadas por los factores
de estudio ni interaccion de factores (Apéndice V).

Los recuentos obtenidos los dias 7 y 14 se mantuvieron por debajo del limite maximo
permitido por el Reglamento Sanitario de los Alimentos de Chile para enterobacterias en
frutas y otros vegetales comestibles pre-elaborados, listos para el consumo, en que se
establece como limite maximo 5 x 10* UFCg™ para que el alimento sea aceptable
(Ministerio de Salud Chile, 2009) (Anexo Il) (Apéndice V). Bajo este criterio, los
recuentos de enterobacterias obtenidos los dias 7 y 14 son considerados “aceptables”.

Mufioz (2009) no registro recuentos de enterobacterias en arilos de granada minimamente
procesadas de variedad ‘Wonderful’; para la variedad ‘Chiza’ registré 4,5 x 10> UFC g™,
también catalogadas como “aceptable” por la legislacion chilena.
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Figura 15. Recuento de enterobacterias en arilos de granada variedad ‘Wonderful’ y del
clon ‘UCH-NGD’, conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR en distintos envases. Los
valores son la media (n=3) £ EE. No se presentaron diferencias significativas entre los
tiempos (p<0,05).

Salmonella. De los arilos de granadas de variedad ‘Wonderful’ y del clon ‘UCH-NGD’,
muestreados a través de las pruebas microbiolégicas correspondientes a los dias 7 y 14, en
el Agar Salmonella-Shigella (SS), no se detectd la presencia de colonias sospechosas.

Si bien no se registrd presencia de Salmonella, cabe destacar que el Reglamento Sanitario
de los Alimentos de Chile para Salmonella en frutas y otros vegetales comestibles pre-
elaborados, listos para el consumo establece en cero el limite por el cual o por debajo del
cual el alimento no presenta riesgo para la salud (Ministerio de Salud Chile, 2009) (Anexo

).

Staphylococcus aureus. No se detecto la presencia de S. aureus en los arilos de granada de
ninguno de los tratamientos durante las mediciones correspondientes a los dias 7 y 14. El
Reglamento Sanitario de los Alimentos de Chile para S. aureus en frutas y otros vegetales
comestibles pre-elaborados, listos para el consumo, establece como limite maximo 10°
UFCg™ para que un alimento sea aceptable (Ministerio de Salud Chile, 2009) (Anexo I1).

Hongos. No se registraron aumentos significativos en los recuentos de hongos en ninguno
de los tratamientos durante el almacenamiento refrigerado de los arilos de granada de
variedad ‘Wonderful’ y del clon ‘UCH-NGD’ en diferentes envases (Figura 16).



35

El dia 7, los arilos de granada de la variedad ‘Wonderful’ en envases con perforaciones
presentaron 5,0 x 10° UFC g™ mientras que en envases sin perforaciones registraron
recuentos de 3,3 x 10° UFC g*. Los arilos del clon ‘UCH-NGD’ en envases con
perforaciones registraron 2,5 x 10° UFC g' y 7,9 x 10° UFC g* en envases sin
perforaciones. El dia 14, no se registraron aumentos significativos respecto al dia 7,
tampoco hubo diferencias significativas entre tratamientos relacionadas con los factores de
estudio ni interaccion entre estos (Apéndice V).

8.000
7.000 I
6.000
5.000
4.000
3.000 -
2.000 -
1.000 -

0 - -.

7 14
Tiempo (dias)

Hongos (UFC/g)

B "Wonderful' + Envase perforado B "Wonderful' + Envaseno perforado
"UCH-NGD' + Envase perforado B 'UCH-NGD' + Envaseno perforado

Figura 16. Recuento de hongos en arilos de variedad ‘Wonderful’ y del clon ‘UCH-NGD’,
conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR en distintos envases. Los valores son la media
(n=3) + EE. No se presentaron diferencias significativas entre los tiempos (p<0,05).

Mercado et al. (2007) no registr6 presencia de hongos en el tiempo transcurrido en su
estudio sobre minimo proceso en granadas rojas. Por el contrario, Mufioz (2009) registro
presencia de hongos pertenecientes a los géneros Rhizoctonia sp., Geotrichum sp., Chalara
sp. y Penicillium sp. Por su parte, Gil et al. (1996b) sefialaron que bajo condiciones de
minimo proceso para arilos de granada no se registro presencia de hongos durante 7 dias de
almacenamiento.

Levaduras. Durante el almacenamiento refrigerado de los arilos de granada, se registro un
aumento significativo durante el dia 14 en los recuentos de levaduras de los tratamientos en
que se utilizé envases con perforaciones (Figura 17).
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Durante las mediciones del dia 7, los arilos de variedad ‘Wonderful’ en envases con y sin
perforaciones registraron 2,6 x 10° y 4,4 x 10° UFC g™, respectivamente. Los arilos del
clon ‘UCH-NGD’ en envases con perforaciones registraron 3,6 x 10° UFC g™ y en envases
sin perforaciones 5,5 x 10° UFC g™. No hubo diferencias significativas entre tratamientos
relacionadas con los factores de estudio ni interaccion entre éstos (Apéndice V).

El dia 14 hubo diferencias entre los tratamientos dadas por el tipo de envase utilizado. Los
arilos de variedad ‘Wonderful’ y del clon ‘UCH-NGD’ en envases con perforaciones
presentaron un mayor recuento de levaduras (9,1 x 10* y 43 x 10* UFC g%,
respectivamente) que los tratamientos de ambos genotipos en envases sin perforaciones
(Apéndice V).
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Figura 17. Recuento de levaduras en arilos de granada variedad ‘Wonderful’ y del clon
‘UCH-NGD?’, conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR en distintos envases. Los valores son
la media (n=3) + EE. Letras mayuUsculas diferentes en cada tratamiento indican
diferencias significativas entre los tiempos (p<0,05).

Lopez-Rubira (2005) reportaron un mayor recuento de levaduras para el dia 13 de su
estudio (en promedio 6,3 x 10° UFC g*), indicando que se supera el limite maximo de
levaduras recomendado de 1 x 10° UFC g™,

Debido a que el pH de las frutas es bajo, la microflora existente en ellas se limita, por lo
general, a hongos y bacterias lacticas (Luna-Guzman y Barret, 2000). Los bajos recuentos
iniciales de estos microorganismos podrian haberse debido al efecto del hipoclorito de
sodio utilizado en tres oportunidades, a diferentes concentraciones.
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Evaluacion sensorial

Apariencia. Durante el tiempo de conservacion, la apariencia de los arilos de la variedad
‘Wonderful” en envases con perforaciones se mantuvo hasta el dia 7 y disminuyo el dia 14.
Los arilos del clon ‘UCH-NGD’ en envases sin perforaciones disminuyeron
significativamente su apariencia el dia 7 y se mantuvieron en esos valores el dia 14. Los
arilos de variedad ‘Wonderful’ en envases sin perforaciones y los del clon ‘UCH-NGD’ en
envases con perforaciones no variaron en el tiempo de estudio (Figura 18 A).
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Figura 18. Evaluacién sensorial de los arilos de granada almacenados en diferentes envases
conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR. (A) Apariencia; (B) Pardeamiento. Los valores
son la media (n=12) + EE. Letras mayusculas diferentes en cada tratamiento indican
diferencias significativas entre los tiempos (p<0,05).

El dia 0 la apariencia de los arilos de variedad ‘Wonderful’ fue calificada con valores
significativamente mayores que los del clon ‘UCH-NGD’, presentando valores de 14,0 y
9,7 puntos, respectivamente. Los dias 7 y 14 se observd un comportamiento similar, en
donde las diferencias entre tratamientos estuvieron determinadas sélo por el genotipo y no
por el envase, obteniendo mayores puntuaciones hacia el final del estudio los arilos de
variedad ‘Wonderful’ (cercana a 12,2) que los de ‘UCH-NGD’ (cercana a 5,6) (Apéndice
VI).

Pardeamiento. Durante el almacenamiento, los arilos del clon ‘UCH-NGD’ en ambos
envases aumentaron significativamente su pardeamiento el dia 7, manteniéndose hasta el
dia 14. Los arilos de la variedad ‘Wonderful’ durante las mediciones realizadas el dia 14,
presentaron un aumento significativo de pardeamiento respecto al dia 0, pero no respecto al
dia 7 (Figura 18 B).
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El dia 0 no hubo diferencias significativas entre tratamientos, los arilos de variedad
‘Wonderful’ y los del clon ‘UCH-NGD’ en los diferentes envases puntuaron valores entre
1,1y 2,7. El dia 7 hubo diferencias significativas dadas por el genotipos y no por el tipo de
envase, presentando el clon ‘UCH-NGD’ (7,2) mayor pardeamiento que la variedad
‘Wonderful’ (2,8). El dia 14 los arilos del clon ‘UCH-NGD’ continuaron presentando
mayor pardeamiento (cercano a 8,4), que los arilos de la variedad ‘Wonderful’ (5,7)
(Apéndice VI).

La Figura 18 muestra que podria existir una relacion inversa entre apariencia y
pardeamiento, debido precisamente a que uno de los factores mas influyentes en la
apariencia de los frutos minimamente procesados en fresco es el pardeamiento (Mery,
2011). Valladares (1999) registro en su estudio realizado en arilos de granada minimamente
procesadas, que el dia 14, el pardeamiento aumenté y la apariencia diminuyé (ambos
levemente). Tapia (1999) y Palma et al. (2009), no registraron aumento de pardeamiento en
sus respectivas investigaciones.

Acidez. No hubo cambios de acidez en el tiempo para ninguno de los tratamientos en el
tiempo (Figura 19 A). El dia 0 no hubo diferencias significativas entre los tratameintos,
presentando puntuaciones entre 8,1 y 9,3. De igual forma, durante las mediciones realizadas
los dias 7 y 14 no se presentaron diferencias significativas entre tratamientos. (Apéndice
VI).

Esto podria concordar con los resultados de las mediciones de pH y acidez titulable
presentados anteriormente en que los pardmetros mencionados no sufren grandes
variaciones.
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Figura 19. Evaluacion sensorial de los arilos de granada almacenados en diferentes envases
conservados a 5+0,5°C y 90£5% HR. (A) Acidez; (B) Turgencia. Los valores son la
media (n=12) + EE. Letras mayusculas diferentes en cada tratamiento indican
diferencias significativas entre los tiempos (p<0,05).
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Turgencia. No existieron diferencias significativas a través del tiempo en ninguno de los
tratamientos (Figura 19 B). El dia 0 no se presentaron diferencias significativas entre
tratamientos, presentando valores de entre 9,5 a 12 puntos. El dia 7 la turgencia tampoco
presentd diferencias significativas entre tratamientos puntuando valores cercanos a 10,0. Lo
mismo ocurrié el dia 14 siendo calificados todos los tratamientos con puntuaciones
cercanas a 9,8 (Apéndice VI).

Estas calificaciones de turgencia indicarian que el panel entrenado no percibi6 los cambios
sufridos por deshidratacion de los arilos, mayormente en envases con perforaciones
(mediciones de pérdidas de masa). Esta situacion también fue registrada por Mufioz (2010).
Tapia (1999) no registré diferencias significativas al final de su estudio en el parametro
turgencia.

Intensidad de sabor. Durante la conservacion refrigerada, los tratamientos en que se
utiliz6 envases sin perforaciones no presentaron cambios significativos en el tiempo, a
diferencia de los tratamientos en que se utilizd envases con perforaciones en los que
existieron diferencias significativas. En el caso de los arilos de la variedad ‘Wonderful’,
hubo una disminucién en la intensidad del sabor luego de 14 dias. Los arilos del clon
‘UCH-NGD?’, presentaron una disminucidn significativa en la intensidad de sabor a partir
del dia 7 (Figura 20 A).
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Figura 20. Evaluacion sensorial de los arilos de granada almacenados en diferentes envases
conservados a 5+0,5°C y 90+5% HR. (A) Intensidad de sabor; (B) Sabores extrafios.
Los valores son la media (n=12) + EE. Letras mayusculas diferentes en cada tratamiento
indican diferencias significativas entre los tiempos (p<0,05).

El dia 0 la intensidad de sabor de los tratamientos no registro diferencias significativas, los
arilos de variedad ‘“Wonderful’ y los del clon ‘UCH-NGD’ fueron calificados con entre 9,0
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y 12,0 puntos. Los dias 7 y 14 tampoco se registraron diferencias significativas entre
tratamientos (Apéndice VI).

Sabores extrafios. Durante el tiempo de conservacion, sélo los arilos de variedad
‘Wonderful’ presentaron aumento significativo de “sabores extrafios” durante las
mediciones realizadas el dia 7, manteniéndose para el dia 14, el resto de los tratamientos no
presentaron variaciones en el tiempo (Figura 20 B).

El dia 0 no hubo diferencias significativas entre los tratamientos, presentando los arilos de
la variedad ‘Wonderful’ y los del clon ‘UCH-NGD’ calificaciones entre 1,1 y 2,1 puntos.
Los dias 7 y 14 tampoco hubo diferencias significativas entre los tratamientos (Apéndice
VI).

El estudio realizado por Palma et al. no registr6 cambios en el sabor de los arilos de
granada durante 10 dias de almacenamiento refrigerado.

Aromas extrafios. No se registraron variaciones de los tratamientos en el tiempo (Figura
21). El dia 0 no se registraron diferencias significativas, presentando todos los tratamientos
puntuaciones entre 1,9 y 2,4 Los dias 7 y 14 tampoco se registraron diferencias
significativas entre tratamientos (Apéndice VI).

Aromas extranos
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Figura 21. Evaluacion sensorial de los arilos de granada conservados a 5+0,5°C y 90£5%
HR almacenados en diferentes envases. Aromas extrafios. Los valores son la media
(n=12) = EE. Letras mayusculas diferentes en cada tratamiento indican diferencias
significativas entre los tiempos (p<0,05).

Mufoz (2010), Palma et al. (2009) y Valladares (1999) no registraron aromas extrafios en
sus respectivas investigaciones.
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CONCLUSIONES

Bajo iguales condiciones de minimo proceso, arilos de granada de variedad ‘Wonderful’ y
‘UCH-NGD’ tienen un comportamiento similar en lo que respecta a tasa respiratoria,
porcentaje de solidos solubles, acidez titulable, porcentaje de pérdida de masa y recuento de
microorganismos.

Durante 14 dias de conservacion, la utilizacion de envases con perforaciones y sin éstas,
influye méas que el genotipo utilizado (‘Wonderful’, ‘UCH-NGD’) sobre pardmetros como
concentracion de gases, pérdida de masa y porcentaje de sélidos solubles de los arilos,
mientras que en parametros como color de arilos, color de jugo de arilos y pH, dependen
del genotipo utilizado mas que del tipo de envase.

Los arilos de los genotipos estudiados podrian ser conservados en envases rigidos con una
atmosfera cercana a la del aire durante 14 dias a 5°C, sin afectar sus caracteristicas
microbioldgicas.

Desde el punto de vista sensorial, los arilos de la variedad ‘Wonderful’ podrian ser
comercializados hasta por 14 dias, no asi los del clon ‘UCH-NGD?’, debido a la pérdida de
caracteristicas sensoriales (apariencia deficiente, incremento levemente alto de
pardeamiento hacia los 14 dias), pudiendo ser comercializados hasta 7 dias. Independiente
de que en ambos genotipos la calidad microbioldgica sea aceptable hasta los 14 dias.
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ANEXOS

Anéxo |

Descriptores de Granada de Mars (1995)
Color de las semillas (aspecto visual) (seeds colors)

1 — Blanquecino (white)

2 — Rosa claro (rose-white)
3 — Rosa (rose)

4 — Rosa intenso (dark-rose)
5 — Rosa-rojizo (rose-red)

6 — Rojo (red)

7 —Rojo intenso (very red)
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Anexo 11

FRUTAS Y VERDURAS (Incluyendo papas, leguminosas, champifiones, frutos de
cascara y almendras)

FRUTAS Y OTROS VEGETALES COMESTIBLES PRE-ELABORADOS, LISTOS
PARA EL CONSUMO

Plan de muestreo Limite por gramo
Parametro Categoria Clases N c M M
RAM 6 3 5 1  5x10° 5x10°
Enterobacteriaceas 6 3 5 1  5x10° 5x10*
E.coli 6 3 5 1 10 102
S.aureus 6 3 5 1 10 102
Salmonellaen 25 g 10 2 5 0 0

n: ndmero de unidades de muestras a ser examinadas; m: valor del parametro microbioldgico para el cual o por debajo del
cual el alimento no representa un riesgo para la salud; ¢: nimero maximo de unidades de muestra que puede contener un
nimero de microorganismos comprendidos entre “m” y “M” para que el alimento sea aceptable; M: valor del parametro
microbioldgico por encima del cual el alimento representa un riesgo para la salud. Grados de calidad. La clase
“aceptable” tiene como limites 0 y m; la clase “medianamente aceptable” tiene como limites m y M, y la “rechazable”
aquellos valores superiores a M. (Reglamento Sanitario de los Alimentos, Ministerio de Salud Publica, Chile, 1997).
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Anexo 111

ANEXO I1I: Pauta no estructurada utilizada para la Evaluacion de Calidad
EVALUACION DE CALIDAD DE ARILOS
Nombre: Fecha:

Instrucciones: Por favor indique con una linea vertical sobre la horizontal, el punto que
mejor describa la intensidad de su sensacion para cada una de las siguientes caracteristicas:

1. APARIENCIA

0 15
Muy mala Excelente

2. PARDEAMIENTO

0 15

Sin pardeamiento Extremadamente pardeado
3. ACIDEZ

0 | 15

Sin acidez Extremadamente &cido
4, TURGENCIA

0 | 15

Sin turgencia Extremadamente turgente
5. INTENSIDAD DE SABOR

0 | 15

Sin sabor Sabor extremadamente intenso



o1

6. SABORES EXTRANOS

0 | 15
Sin sabor Sabor extremadamente extrafio

7. AROMAS EXTRANOS

| | |
0 | 15
Sin aroma Extremadamente aromatico

Comentarios
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APENDICES

Apéndice |

Procesamiento granadas

Figura 2. Seleccion arilos

(A) (B)
Figura 4. Arilos en envases contenedores. (A) Envases de poliéster sin perforaciones; (B)
Envase de polipropileno perforado (4%)
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Apéndice Il
Anélisis microbioldgicos previos a la sanitizacion, caracterizacion de materia prima

Analisis microbiologico de arilos variedad ‘Wonderful’ y clon ‘UCH-NGD’ previo a
sanitizacion con hipoclorito de sodio (100 mg L) (UFC g™).

Genotipos

Microorganismo ‘Wonderful’ ‘UCH-NGD’
RAM 5,5x10° 2,2x10"
Psicrofilos 3,1x10° 2,5x10°
Enterobacterias 5,9x10* 7,8x10*
Salmonella sp. Ausencia Ausencia

S. aureus Ausencia Ausencia
Hongos 8,3x10° 1,7x10?
Levaduras 1,7x10? 1,7x10?

Anélisis entre genotipos no presentaron diferencias significativas (p < 0,05).
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Apéndice 11

Tasa respiratoria de arilos de granada de variedad Wonderful y del clon UCH-NGD
conservados en envases de vidrio por hasta 14 dias

Tasa respiratoria

DO D1 D3 D7 D14
Genotipo
Wonderful 2,9 1,9 1,9 2,3 2,4
UCH-NGD 3,0 2,2 2,3 2,3 2,7

Anélisis entre genotipos para cada momento de conservacién no presentaron diferencias significativas (p < 0,05).
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Apéndice IV. Promedios y resultados del analisis estadistico para los pardmetros fisicos y quimicos medidos

Factores % CO; %0,

D1 D3 D7 D14 D1 D3 D7 D14
A (Genotipo) n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s.
Wonderful 0,7 0,8 1,0 1,0 20,3a 20,3 20,3 20,0
UCH-NGD 0,7 0,8 0,9 1,0 206b 204 20,3 20,0
B (Envases) * * * * * * * *
Con perforaciones 04a 05a 06a 07a 205b 205b 204b 203D
Sin perforaciones 10b 11b 12b 13b 204a 202a 20,2a 196a
Interaccion
A (Genotipo) B (Envases) n.s. n.s n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s.
Wonderful Con Perforaciones 0,4 0,5 0,7 0,7 20,5 20,5 20,4 20,3
Wonderful Sin Perforaciones 1,0 1,1 1,3 1,3 20,2 20,2 20,1 19,5
UCH-NGD Con Perforaciones 0,4 0,5 0,6 0,7 20,6 20,5 20,4 20,3
UCH-NGD Sin Perforaciones 1,1 1,0 1,2 1,3 20,5 20,3 20,3 19,6

*: existen diferencias significativas.
n.s.: no significativo (p <0,05).

Letras minusculas diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (p<0,05).
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Factores

D7 D 14 D7 D 14 D7 D 14
A (Genotipo) * * * * n.s. *
Wonderful 26,5a 25.8a 6,9 a 47 a 25 19a
UCH-NGD 28,0b 29.1b 90b 99b 25 27b
B (Envases) n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s.
Con perforaciones 27,5 27,6 860D 7,3 2,6 2,3
Sin perforaciones 27,1 27,3 7,3a 7,3 2,4 2,3
Interaccion
A (Genotipo) B (Envases) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Wonderful Con Perforaciones 26,5 25,6 7,1 42 2,6 1,8
Wonderful Sin Perforaciones 26,6 26,0 6,7 51 2,4 2,0
UCH-NGD Con Perforaciones 28,5 29,6 10,1 10,4 2,7 29
UCH-NGD Sin Perforaciones 27,6 28,5 8,0 9,4 2,3 2,6

*: existen diferencias significativas.
n.s.: no significativo (p <0,05).

Letras minusculas diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (p<0,05).



57

Apéndice V. (continuacion)

Factores % ss pH

D7 D14 D7 D14
A (Genotipo) n.s. n.s. *
Wonderful 13,3 13,8 3,6 3,5a
UCH-NGD 13,1 13,8 3,7 36b
B (Envases) n.s. * n.s.
Con perforaciones 13,2 14,0b 3,7 3,6
Sin perforaciones 13,2 135a 3,7 3,6
Interaccion
A (Genotipo) B (Envases) n.s. n.s. * n.s.
Wonderful Con Perforaciones 13,4 13,9 3,70 3,5
Wonderful Sin Perforaciones 13,3 13,6 3,6a 3,5
UCH-NGD Con Perforaciones 13,1 14,1 3,70 3,6
UCH-NGD Sin Perforaciones 13,1 13,4 3,7b 3,6

*: existen diferencias significativas.
n.s.: no significativo (p<0,05).
Letras minusculas diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (p<0,05).
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Factores Acidez titulable % Pérdida de masa
D7 D14 D7 D14
A (Arilos) n.s. n.s.
Wonderful 1,0 1,0 1,2 2,4
UCH-NGD 0,9 1,0 1,3 2,6
B (Envases) * *
Con perforaciones 1,1 1,0 25D 49b
Sin perforaciones 1,0 1,0 0,0a 0,la
Interaccion
A (Arilos) B (Envases) * * n.s. n.s.
Wonderful Con Perforaciones 1,1c 11c 2,4 4,7
Wonderful Sin Perforaciones 10b 10b 0,0 0,1
UCH-NGD Con Perforaciones 10Db 10Db 2,5 51
UCH-NGD Sin Perforaciones 09a 09a 0,0 0,1

*: existen diferencias significativas.
n.s.: no significativo (p <0,05).
Letras minusculas diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (p<0,05).
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Factores RAM Psicrofilos Enterobacterias
D7 D14 D7 D 14 D7 D 14
A (Genotipo) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Wonderful 3,3x10? 1,9x10* 3,0x10° 3,5x10° 3,1x10° 5,4x10°
UCH-NGD 2,6x10° 1,7x10* 2,0x10° 2,4x10° 4,8x10° 5,6x10°
B (Envases) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Con perforaciones 3,2x10? 2,5x10* 2,5x10° 3,0x10° 4,2x10° 5,4x10°
Sin perforaciones 2,7x10° 1,1x10* 2,5x10° 2,9x10° 3,7x10° 5,9x10°
Interaccion
A (Genotipo) B (Envases) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Wonderful Con Perforaciones  3,3x10° 3,2x10* 2,8x10° 3,4x10° 3,5x10° 5,0x10°
Wonderful Sin Perforaciones 3,3x10° 6,3x10° 3,2x10° 3,7x10° 2,7x10° 5,8x10°
UCH-NGD Con Perforaciones  3,0x10° 1,8x10* 2,1x10° 2,7x10° 4,9x10° 5,7x10°
UCH-NGD Sin Perforaciones 2,1x10° 1,5x10* 1,8x10° 2,0x10° 4,6x10° 6,0x10°

*: existen diferencias significativas.
n.s.: no significativo (p <0,05).

Letras minusculas diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (p<0,05).
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Factores Hongos Levaduras

D7 D14 D7 D14
A (Genotipo) n.s. n.s. n.s. n.s.
Wonderful 4,2x10° 2,4x10° 3,3x10° 5,0x10*
UCH-NGD 1,6x10° 5,0x10° 4,6x10° 2,6x10*
B (Envases) n.s. n.s. n.s. *
Con perforaciones 3,8x10° 5,3x10° 3,1x10° 6,7x10*b
Sin perforaciones 2,0x10° 2,1x10° 4,8x10° 9,2x10° a
Interaccion
A (Genotipo) B (Envases) n.s. n.s. n.s. n.s.
Wonderful Con Perforaciones 5,0x10° 3,9x10° 2,6x10° 9,1x10*
Wonderful Sin Perforaciones 3,3x10° 1,0x10° 4,4x10° 9,0x10°
UCH-NGD Con Perforaciones 2,5x10° 6,7x10° 3,6x10° 4,3x10*
UCH-NGD Sin Perforaciones 7,9x10° 3,3x10° 5,5x10° 9,3x10°

*: existen diferencias significativas.
n.s.: no significativo (p <0,05).

Letras minusculas diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (p <0,05).
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Apéndice VI. Promedios y resultados del andlisis estadistico para los parametros sensoriales medidos.

Factores Apariencia Pardeamiento Acidez

DO D7 D14 DO D7 D14 DO D7 D14
A (Arilos) * * * n.s. * * n.s. n.s. n.s.
Wonderful 140b 119b 122b 1,2 2,8a 57a 8,7 7,3 7,3
UCH-NGD 97a 76a 56a 2,4 72b 84b 8,7 7,8 6,4
B (Envases) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Con perforaciones 115 105 8,0 1,6 4,9 6,5 8,3 7,5 6,7
Sin perforaciones 11,2 9,1 7,8 1,9 51 7,5 9,1 7,5 6,9
Interaccion
A (Arilos) B (Envases) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Wonderful Con Perforaciones 14,3 12,7 10,0 1,1 2,3 4,9 8,4 6,9 7,2
Wonderful Sin Perforaciones 13,9 11,2 10,5 1,2 3,4 6,5 9,0 7,7 7,3
UCH-NGD Con Perforaciones 9,9 8,2 6,1 2,1 7,6 8,1 8,1 8,1 6,2
UCH-NGD Sin Perforaciones 9,7 7,0 5,2 2,7 6,9 8,6 9,3 7,4 6,5

*: existen diferencias significativas.
n.s.: no significativo (p <0,05).
Letras minusculas diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (p <0,05).



Apéndice VI. (continuacion)

62

Factores Turgencia Intensidad de sabor Sabores extrafios
DO D7 D14 DO D7 D14 DO D7 D14
A (Arilos) n.s. n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Wonderful 11,9 10,6 9,7 12,0 10,2 9,8 1,3 4,5 2,9
UCH-NGD 9,7 9,5 9,9 9,4 7,6 75 1,9 4.4 2,2
B (Envases) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Con perforaciones 10,8 10,2 9,8 11,0 8,0 8,5 1,6 4,2 2,0
Sin perforaciones 10,8 9,9 9,7 10,4 8,9 8,8 1,6 4.7 3,1
Interaccion
A (Arilos) B (Envases) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Wonderful Con Perforaciones 12,0 11,2 9,8 12,0 10,4 9,4 1,5 3,7 1,9
Wonderful Sin Perforaciones 11,7 10,1 9,6 11,8 10,0 10,2 1,1 53 3,8
UCH-NGD Con Perforaciones 9,5 9,2 9,9 9,8 7,5 7,6 1,7 4,6 2,1
UCH-NGD Sin Perforaciones 9,9 9,8 9,9 9,0 7,7 7,4 2,1 4,1 2,4

*: existen diferencias significativas.
n.s.: no significativo (p <0,05).

Letras minusculas diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (p <0,05).
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Factores Aromas extrafios

DO D7 D14
A (Arilos) n.s. n.s. n.s.
Wonderful 2,0 2,7 1,4
UCH-NGD 2,2 4,2 1,3
B (Envases) n.s. n.s. n.s.
Con perforaciones 2,0 2,8 1,7
Sin perforaciones 2,3 4,1 1,0
Interaccion
A (Arilos) B (Envases) n.s. n.s. n.s.
Wonderful Con Perforaciones 1,9 1,5 1,5
Wonderful Sin Perforaciones 2,3 3,8 1,0
UCH-NGD Con Perforaciones 2,0 4,1 1,8
UCH-NGD Sin Perforaciones 2,4 4,3 1,0

*: existen diferencias significativas.
n.s.: no significativo (p <0,05).
Letras minusculas diferentes en sentido vertical indican diferencias significativas (p <0,05).
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