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RESUMEN

Los elicitores son aquellas sustancias que inducen un cambio fisiologico en la
planta y a partir de la cual se activan una serie de mecanismos similares a las
respuestas de defensa que, en condiciones naturales, se desencadenarian tras la
infeccion de un patogeno o un estimulo del medio, afectando asi al metabolismo de la
planta y aumentando la sintesis de compuestos fitoquimicos. Elicitores tales como el
acido y-aminobutirico a diferentes dosis se aplicaron en post-cosecha sobre granada
‘Mollar de Elche’ para tratar de evaluar si se obtenian mejoras en los frutos durante su
almacenamiento post-recoleccion. Tras aplicar los tratamientos, y una vez evaluados
los frutos, se observd que los tratamientos mejoraron sensiblemente parametros tales
como las pérdidas de peso y mantuvieron mayores niveles de color, sdlidos solubles y
acidez titulable. Asimismo los tratamientos fueron exitosos disminuyendo la
sensibilidad a los dafios por frio por lo que se increment6 la calidad general de estos

frutos.

Palabras clave: Granada, dacido <y-aminobutirico, Post-cosecha, Elicitores,

Almacenamiento.

ABSTRACT

Elicitors are substances which induce physiological changes in plant.
Plants respond to these stressors by activating an array of mechanisms, similar to the
defense responses to pathogen infections or environmental stimuli, affecting the plant
metabolism and enhancing the synthesis of phytochemicals. Elicitors as +-
aminobutyric acid at different doses were applied at post-harvest stage on
pomegranate ‘Mollar de Elche’, to evaluate if these treatments were able to maintain
quality during storage. After applied these treatments and once fruits were evaluated,
results showed that these fruits were able to improve or maintain quality parameters as

weight loss and were able to induce an increase of some color parameters, total soluble



solids and titratable acidity. On the other hand these treatments were successful

reducing chilling injury parameters leading to a higher general quality of these fruits.

Keywords: Pomegranate, y-aminobutyric acid, Post-harvest, Elicitors, Storage.
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1. INTRODUCCION

1.1 La granada

La granada cuyo nombre cientifico es Punica granatum L. El género “Punica”
fue atribuido por los romanos, ya que fue introducido en las zonas del
mediterrdneo por los cartagineses durante las Guerras Punicas y la especie

“granatum” ala densidad de granos del fruto.

El cientifico Vavilov sitiia su origen en el Centro IV, Centro de Oriente
Proximo, que incluye el interior de Asia Menor, la Transcaucasia, el Iran y las
tierras altas de Turkmenistdn, centro al que también pertenecen otros frutales
como la higuera, manzano, peral, membrillero... entre otras especies vegetales
(Sanchez-Monge, 1974).

Los babilonios consideraban a las semillas de granada como un agente de
resurreccion; los persas creian que las semillas conferian invencibilidad en los
campos de batalla, mientras que para los antiguos chinos las semillas

simbolizaban la longevidad y la inmortalidad (Aviram y otros 2000).

Su origen procede de Oriente Medio y se expandio hacia el este de China y
al oeste de Africa. Los &rabes lo introdujeron en Espafa. Las proliferaron
sobretodo por el sur de la Peninsula, donde finalmente la ciudad de Granada
tomd este nombre. Con la conquista de América los colones espafoles

extendieron esta fruta por el continente.

La granada se trata de un fruto no climatérico cuya maduracion no muestra
un aumento significativo ni de la produccion de etileno ni de la actividad
respiratoria al iniciarse la maduracion. Ya que la maduracion de estos frutos se
detiene al desprenderse del arbol. Se produce cambios de color, sabor y textura
de forma gradual y lenta. Y presentan un aumento de los niveles de ABA pero
no de etileno al inicio de la maduracién ademas de ser poco sensibles al etileno

exogeno. (La maduracién no estd controlada hormonalmente por el etileno)

Los climas mas favorables para el desarrollo de este cultivo son los climas
tropicales, subtropicales y de tipo mediterrdneo. Ademads, también puede
desarrollarse en climas templados pero en este caso, el fruto no lleva a madurar

de la misma forma, por lo que se emplea principalmente como ornamental.

Para obtener un fruto de buena calidad es necesario altas temperaturas

durante la época de maduracién del fruto y para ello, el verano ha de ser seco y



calido. Sin embargo, para que el fruto sea de mejor calidad los inviernos han de
ser frescos y los veranos calidos y secos. Sin olvidar la alta necesidad de agua y
humedad en sus raices para que el fruto sea también de mayor calidad aunque
el granado soporta bien la sequia y que se encuentre bajo condiciones de estrés

en la que la planta produzca poco ( Melgarejo y Salazar 2003).

El granado no es exigente con el tipo de suelo, pero producen mejor en
suelos profundos y ricos en materia orgdnica y con un pH que oscila entre 5,5 -7
aunque se adaptan tanto a suelos arenosos como arcillosos. Aunque el suelo
ideal ha de ser: ligero, permeable, profundo y fresco. Es tolerante a la sequia, la

salinidad, clorosis férrica y caliza activa.

Caliz
persistente Mesocarpo y

endocarpo Semilla
fibroso

Arilo

Epicarpo
Coridceo

-Arilo (parte carnosa)
-Semilla (parte lefiosa)

Fotografia 1. Descripcidn del fruto de la granada y semillas.



1.2 Caracteristicas botanicas
1.2.1 El cultivo de la granada

El granado es conocido desde tiempos remotos, su cultivo procede del
Oriente Préximo, extendiéndose por el resto de Asia hasta llegar al
Mediterraneo. Hoy en dia, se ha extendido por los cinco continentes ya que se
trata de un cultivo que presenta altas expectativas debido a su rentabilidad en
climas aridos (siendo capaz de vegetar y producir en condiciones en las que

otro tipo de cultivo no podria realizar dicha funcidn).

Espafa el lider pais europeo con mayor produccién de granada contando
con un total de 5943 hectdreas de cultivo, siendo la provincia de Alicante la
mayor productora representando el 90 % de cultivos, contando con 4744 ha y la
Regioén de Murcia con una extension de 473 ha. (Fuente: MAPAMA, 2018).

La Union Europea (UE) es el primer importador de granadas frescas. En
2013, se enviaron 67 mil toneladas adicionales al mercado europeo, ademas de

la produccién local (World Pomegranate Market Suppy & Forecast., 2015)

El cultivo comercial de la granada abarca diversos paises tales como Iran,
Egipto, China, Israel, Tanez, Siria, Libano, Turquia, Grecia, Chipre, Italia,
Francia, Espafia, Chile, Portugal, Estados Unidos, Omadn y otras paises recientes
del sur de Africa. (Bchir et al.,2010).

1.2.2 Taxonomia

El granado ( Punica granatum L.) hasta hace poco pertenecia a la familia
de las Punicaceas pero segiin una serie de estudios se ha demostrado que
pertenece a la familia de las Lythraceas en la cual se incluyen 31 géneros y 600

especies (Graham et al., 2005)

Segun la clasificacion de Koehne et al., (1881), excluye el género Punica y
reconoce en su lugar la familia Punicaceae, aunque sugiere que esta ligada a la
tamilia Lythraceae mientras que hay otros autores que incluyen Punica dentro de
la familia Lythraceae basandose en el aumento de datos autondmicos,

palinolédgicos y embriologicos (Thorne et al., 1992) una idea que fue apoyada
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por el primer analisis cladistico completo de caracteres morfologicos en

Myrtales (Johnson y Briggs 1984), y en Lythraceae (Graham et al., 1993).

Tras una serie de estudios se ha comprobado que pertenece a la familia
Lythraceae (anteriormente ubicada en su propia familia mono genérica,
Punicaceae) ( Ahad, Tanveer, Malik y Nawchoo, 2018 ; Yuan et al., 2018 ).

Dentro del género Punica encontramos dos especies P.granatum L. y

P.protopunica Balf. f. ambas aceptadas en The Plant List.

Punica granatum L. es una especie diploide cuyo niimero somatico es 2n

=16 y su numero haploide de cromosomas es n=8 (Westwood, 1982) 6 2n =16 ¢
18 (Mars, 1998).

1.2.3 Biologia floral

Arbusto o pequefio arbol hasta de 5 m, caducifolio, espinoso y muy
ramificado. Tronco derecho, con la corteza esquebrajada, ramas opuestas,
patentes; las jovenes tetragonas y a veces péndulas. Hojas 1,5-2 -5-7 x 0,8-2 cm,
entre lanceoladas y oblongas, opuestas o subopuestas en ramas jovenes o bien
reunidas en fasciculos alternos o subopuestos, caducas, subcoridceas, lustrosas
por el haz, glabras, de un verde amarillento, atenuadas en corto peciolo; apice
obuso, a menudo redondeado por excepcion emarginado con glandula terminal

(nectario) .

v' Flores de 3-4 cm de didmetro, solitarias, mas raramente geminadas o
ternadas; pedicelo hasta de 3 mm, acrescente al fructificar.

v’ Cdliz 24 x 1,72 cm, campaniforme, coridceo, grueso, persistente,
granate, glabro, brillante; segmentos triangulares, papilosos por el
margen de la cara interna.

v' Pétalos 1,8 -2,4 x 1-1,5 cm, obovados, corrugados, caedizos, de color rojo
intenso (por excepcion rosaceas).

v" Androceo con estambres de filamentos largos, rojizos; anteras amarillas.

v" Gineceo con ovario infero, totalmente soldado al hipanto; estilo filiforme;
estigma capitado.

v" Fruto 5-12 cm, esférico, coridceo, rojizo o amarillo-rojizo, coronado por
los restos de los segmentos calicinales, con loculos en 2 verticilos

(raramente 3), de ordinario en inferior con 6 16culos y el superior con 3,
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todos ellos separados por el endocarpo membranoso y amarillento
(tastanas).
v Semillas 4 mm ( las desecadas), muy carnosas, translucidas, angulosas,

prismaticas, granates.

Fotografia 2. Flores del granado

Punica granatum L. muestra diferentes caracteristicas fenoldgicas a través de
su ciclo vegetativo en respuesta a la temperatura. La fenologia se estudia para
hacer comparaciones de las etapas de crecimiento y reproducciéon en distintas

areas geograficas y condiciones.

Para el estudio de cv Mollar Elche, se identificaron trece etapas fenoldgicas
durante un ciclo anual (periodo comprendido entre el brote en latencia hasta la
caida de las hojas). Para ello, se emplea la Escala general de BBCH. La duracion

de las etapas se midid en dias y en grados acumulados al dia.
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1.3 Composicion quimica y nutricional

La composicién quimica de la granada depende de la variedad, regiéon de
cultivo (clima), el estadio de la madurez de la fruta, practicas culturales y

sistemas de fabricacion. (Zarei et al., 2011).

La parte comestible de esta fruta serian los granos compuestos por el arilo
(la parte carnosa) y las semillas (parte lefiosa), constituyendo alrededor del 50 %
del peso total, pero a su vez ,el 80 % corresponde al peso de los arilos y el 20 %

el de las semillas de la granada.

Mientras que el otro 50 % corresponde con la corteza y las membranas
carpelares, que son una gran fuente de compuestos bio-activos como

polifenoles, flavonoides, elagitaninos, proantocianidinas y minerales.

Tabla 1. Composicién de los arilos de la granada

AGUA 85 %

ACIDOS ORGANICOS | 1,5 % Acido ascérbico

Acido citrico

Acido malico

Fuente. (Dahham et al., 2010)



Arilo

Semilla

Fotografia 3. Arilo y semilla de la granada

Las semillas de la granada (fotografia 3) son una fuente rica de lipidos
totales, ya que el aceite de las semillas comprenden del 12-20 % del peso total de

las semillas.

Este aceite se caracteriza por su alto contenido en dacidos grasos
poliinsaturados (n-3) como linolénico, linoleico, 4cido ptnico, oleico, esearido y
palmitico. (Ozgul-Yucel 2005; Fadavi et al., 2006). Ademads, las semillas
contienen proteinas, fibras crudas, vitaminas, minerales, pectina, aztcares,
polifenoles, isoflavonas (principalmente genisteina), el cumestrol del
fitoestrogeno y la esteroide sexual, estrona (El-Nemr et al., 2006; Syed et al,,
2007).

14



Fotografia 4. Arilos de granadas ‘Mollar de Elche’

En cuanto, a los compuestos fenolicos se pueden agrupar en dos grandes

grupos: los compuestos fenolicos de bajo peso molecular entre los que se

encuentran los acidos fenodlicos como son el acido galico y elagico.

Flavonoides

Acido galico Acido coumdrico Quercetina Apigenina Catequina Hesperitina Cianidina Genisteina
P-dcido Acido caféico Kempferol Luteolina Epicatequing Naringenina Pelargonidina Daidceina
Hidroxibenzoicos Acido ferilico Miriceting Crisina Epigalocatequina Fori Delfinidina Gliciteina
Acido sindptico Galato de epicatequina F‘L’umd.i'm
Acido clorogénico Galato de epigalocatequina Malvidina

Imagen 1. Compuestos fendlicos de bajo peso molecular. Fuente: Calin-Sanchez y
Carbonell. Barrachina, 2005.

Y los compuestos fendlicos de alto peso molecular, como seria el caso de los

taninos. La piel de la granada es rica en taninos hidrolizables, principalmente

punicalina, pedunculagina y punicalagina.

Imagen 3. Estructura molecular de la punicalagina
15



Las antocianinas son los responsables de la pigmentacion roja en las
granadas, por eso estos compuestos fenolicos tienen la funcion de antioxidante
que retrasa el proceso de envejecimiento de las células. Ademas, la capacidad
captadora de radicales libres de estos flavonoides fue demostrada segtin varios
estudios (Espin et al., 2000). Se estima que el 10 % de la capacidad antioxidante
del zumo de granada se debe a la presencia de estos polifenoles, los
antocianinas (Gil et al., 2000).

La granada se caracteriza por la gran capacidad de antioxidantes
naturales que contiene una fuente rica en polifenoles un grupo de los mas
estudiados en la actualidad. Siendo caracterizados estos compuestos fendlicos
coloreados por la presencia de 6 antocianinas, derivados de 30glucdsidos y 3,5
diglucosidos de delfinidina, cianidina y pelargonidina (Garcia-Viguera et al.,
2004).

En la granada se han encontrado mas de cien compuestos distintos a
parte de azudcares, vitaminas y minerales, tales como: &cidos organicos,
flavonas, flavonoles, antocianas, alcaloides, esteroles, glucdsidos, taninos,

polifenoles varios y punicalaginas.

La granada es una fuente rica de dos compuestos polifendlicos:
antocianinas y taninos hidrolizables, que representan alrededor del 92 % de la
actividad antioxidante de la granada (Gil et al., 2000). El contenido de
polifenoles solubles en el zumo de la granada varia entre 0,2 y 1 % dependiendo
de la variedad (Narr Ben et al., 1996).

Se trata de una fuente rica de polifenoles con numerosos efectos
beneficiosos para la salud que se ha convertido en un producto atractivo para el

consumidor tanto por sus propiedades organolépticas como nutricionales.

Esta fruta ha conseguido una alta popularidad en los ultimos quince afios
gracias a su fuente rica en polifenoles cuando se compara con otras bebidas
ricas en compuestos como el vino y el té verde (Gil et al., 2000, Fischer et al.,
2013).

Los flavonoides son pigmentos vegetales que estan presentes en una
amplia gama de plantas. Ademds de la pigmentacion, son antioxidantes
efectivos, importantes en la fijacion de nitrégeno simbidtico y la filtracion UV.
Acttan como  anticancerigenos,  antimicrobianos,  antialérgicos y
antiestrogénicos (Cutler et al., 2008) en estudios in vitro ( (Cushnie and Lamb,

2011). Al aumentar la proporcion de flavonoides en la dieta humana, podria ser
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posible prevenir el cancer o enfermedades cardiovasculares, el asma y la
diabetes tipo 2 (Knekt et al., 2002).

Tabla 2. Informacién composicion nutricional (por 100 g de porcion comestible)

COMPONENTES VALOR UNIDADES
NUTRICIONAL

PROXIMALES

Alcohol (etanol) 0 g

Energia, total 261 (63) KJ / Kcal

Grasa, total (lipidos 0,3 g
totales)

Proteina, total 1 g
Agua (humedad) 80,2

HIDRATOS DE CARBONO

Fibra, dietética total 3,5 g
Carbohidratos 13,7 g
GRASAS
Acidos grasos, mono g
insaturados totales

Acidos grasos, g
poliinsaturados totales

Acidos grasos saturados g

totales
Acido graso 12:0 g
(laurico)
Colesterol 0 Mg

VITAMINAS
7 M

&

17



equivalentes de retinol
de actividades de
retinos y carotenoides)

Vitamina E
equivalentes de alfa
tocoferol de actividades

de vitameros E

Folato, total

Equivalentes de

niacina, totales

Riboflavina
Vitamina B-12

Vitamina B-6, total

Vitamina C (acido

ascorbico)

Calcio
Hierro, total
Potasio
Magnesio
Sodio
Fosforo
Selenio, total

Zinc (cinc)

Fuente. Red BEDCA

0,55

29

0,3

0,03

0,05

0,2

20

MINERALES
13
1

247

25
0,6

0,1

Mg
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1.3.1 Efectos beneficiosos de la granada

Segun una serie de estudios realizados sobre la composicién quimica de
la granada y sobre los efectos de la salud, se puede considerar la granada como

un alimento funcional ( Melgarejo, 2010).

Propiedades anticancerigenas y antitumorales, prevencién enfermedades
cardiovasculares, propiedades antiinflamatorias, propiedades contra diabetes,
previene deterioro oxidativo, previene danos sobre la piel, propiedades
antimicrobianas, salud bucodental, calidad del esperma y disfuncion eréctil,

sobre la obesidad.

Tras una serie de investigaciones sobre el componente antioxidante de la
granada, se ha llegado a las siguientes conclusiones expuestas en la siguiente
tabla.

Tabla 3. Propiedades funcionales de la granada

PROPIEDADES CITAS

Anticancerigena AFAQ et al., 2005
Antibacteriano Duman et al., 2009
Antidiarreica Das et al., 1999
Antimicéticos Dutta et al., 1998
Anti tlceras Gharzouli et al., 1999

Actividad antioxidante y capacidad Festa et al., 2001

de compactar radicales libres

Fortalecimiento del sistema Lee et al., 2008

inmunoldgico

Prevencion de enfermedades del Johanningsmeiery Harris, 2011

corazén
Fibrosis hepatica Thresiamma y Kuttan, 1996

Inhibicién de la peroxidacion de Rosenblat et al., 2003

lipidos e incluso concentraciones mas
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bajas que la vitamina E

La fruta de granada podria considerarse un alimento funcional porque tiene
compuestos valiosos en diferentes partes de la fruta que muestran efectos
funcionales y medicinales . Estos pueden actuar como antioxidantes ( Cam et
al., 2009), como agentes antitumorales (Hamad y Al-Momene, 2009) o
antihepatotoxicos (Celik et al, 2009) y mejorar la salud cardiovascular
(Davidson et al., 2009 ). Se ha visto que tienen propiedades antimicrobianas
( Duman et al., 2009 ), antiinflamatorias ( Lee et al., 2010 ), antivirales (et al.,
2009 ), antidiabéticos ( Xu et al., 2009 ) y pueden mejorar la administracion oral
(Di Silvestro et al., 2009 ) y salud de la piel (Aslam et al, 2006). Ayudan a
prevenir la enfermedad de Alzheimer ( Singh et al., 2008 ) y mejoran la calidad
del esperma ( Tiirk et al., 2008 ) y la disfuncién eréctil en pacientes masculinos
( Forest et al.,, 2007). Sin embargo, se han completado pocos ensayos clinicos
bien controlados y estos efectos no se han establecido solidamente. Estamos de
acuerdo con Lansky y Newman (2007) que indicaron que se requiere una
investigacion mucho mas profunda en este campo de rdpido crecimiento para
evaluar el valor y la seguridad generales de la granada como una fruta intacta o

de varios extractos derivados de los componentes de la granada.

1.4 Exigencias relativas a la calidad

Los intentos por definir la calidad a menudo discriminan entre
caracteristicas intrinsecas inherentes a la naturaleza de los productos, dictadas
por factores genotipicos, agroambientales y post-cosecha, y caracteristicas
extrinsecas influenciadas por factores socioecondmicos y factores de
comercializaciéon que condicionen la percepcion del consumidor de los

productos y formulan prototipos de calidad (Schreiner et al., 2013)

La calidad hace referencia al grado de excelencia de un producto, desde el
punto de vista humano, la calidad presenta numerosos tipos de caracteristicas
como: valores nutritivos, componentes quimicos, caracteristicas funcionales y
defectos, propiedades mecanicas y sensoriales (textura, sabor, aspecto y aroma)
(Abbott,1999).
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1.4.1 Factores de pre-recoleccion que afectan a la calidad

El aspecto y la calidad de frutas y verduras frescas es un primer criterio para
tomar decisiones en nuestras compras. La apariencia del producto esta
caracterizada por el tamano, la forma, el color, la condicién y la ausencia de
defectos. Existe una serie de factores que pre-recolecciéon que afecta en la
calidad del producto cosechado. Segun Kays (1999), estos son los siguientes

factores:

—

Factores biologicos > patdgenos, entomoldgicos, animales...

—

Factores fisiologicos > alteraciones fisioldgicas, desequilibrio
alimenticio, madurez...
+ Factores ambientales o culturales > clima, tiempo, suelo, relaciones del

agua, intensidad de la luz...

—

Darfos mecanicos

—

Materia extrafia = crecimiento medio, residuos quimicos

—

Variaciones y aberraciones genéticas

1.4.2 Caracteristicas fisicas

Hoy en dia, los productos hortofruticolas deben de cumplir una serie de
requerimientos exigidos por la mercadotecnia, para que de esta manera puedan

ser comercializados a grandes superficies.

Estos consisten en la medida de dimensién (longitud, anchura, didmetro

o circunferencia), peso y/o volumen.

1.4.3 Etapas desarrollo de la fruta

El desarrollo fenolégico de la granada hasta su madurez y la senescencia
implica una secuencia de cambios fisicos y bioquimicos. Los mecanismos
moleculares, celulares y fisiologicos implicados en el desarrollo de la fruta
(Gillaspy et al., 1993), la regulacién de asimilar el suministro de fruta (Ho, 1996)
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y el papel de auxinas endogenas en el desarrollo de la fruta estan bien

documentados.

El periodo durante el cual estos cambios de desarrollo ocurren se puede

clasificar en tres etapas: crecimiento, maduracion y senectud.

En muchas especies, la estructura de crecimiento de la fruta esta
condicionada por un periodo inicial con una rapida division de la célula y de
desarrollo de las paredes de ésta, seguido por un periodo de extensién de la
célula debido por la vacuolacidn. La duracion de la division de la célula durante
el desarrollo de la fruta y grado al cual la division de la célula contribuye al
crecimiento entero de la fruta, varia considerablemente entre las especies
(Schechter et al., 1993).

Las curvas de crecimiento se han descrito de forma prolongada durante
numerosos anos. El grafico podria considerarse un diagrama de los datos
brutos del crecimiento contra el tiempo, o los porcentajes de valor maximo total
de la cantidad del crecimiento contra el porcentaje del periodo total de
crecimiento. Para cada tipo de fruta, la forma del diagrama de los datos
medidos del crecimiento en un cierto plazo sigue un patron distintivo que
incluye etapas identificables de desarrollo (Opara, 2000). En general, la
estructura de crecimiento de frutas es sigmoidea o doble sigmoideo o doble-
sigmoideo. Se sabe que esta curva es la integracion de los procesos de la
division de la célula y de la ampliacion de la célula que se pueden separar

temporal y espacialmente (Schechter et al., 1993).

En 1919, Connors subdividio lo que se ha conocido como la curva doble-
sigmoideo de crecimiento en tres etapas (Imagen 3), la fase inicial de crecimiento
exponencial ( etapa I), la fase de retraso (etapa II), y la segunda fase exponencial
(etapa III). Un fruto con pepitas tiene varias semillas relativamente pequenas y
un patrén sigmoideo de crecimiento de la fruta (Griggs y Iwakiri, 1956),
mientras que los frutales de hueso tiene la semilla proporcionalmente grande y

genera una curva doble-sigmoideo de crecimiento (Schechter et al., 1993).

El tipo de datos empleados para trazar el crecimiento ( Ejemplo. Datos
primarios brutos contra datos de la tasa de crecimiento; longitud contra masa;
masa fresca contra masa seca) también influye en la forma de la curva de
crecimiento ( Worrel et al.,, 1998). Varios investigadores han descrito resultados

contradictorios en las estructuras de crecimiento para el mismo tipo de fruta.
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Hasta que en los anos 80, se concluy6 que el crecimiento de la fruta de la
manzana seguia un curva sigmoidea (Blanpied y Wide, 1968). Sin embargo,
muchos investigadores han identificado un periodo corto o temporal de
crecimiento reducido de la fruta, que dio origen a una curva doble-sigmoideo

de crecimiento ( Magein, 1989).
Granada
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Imagen 5. Curva de crecimiento de la granada

Varios factores pueden contribuir a estas diferencias, incluyendo
variaciones en el cultivo, errores de muestreo, diversos factores de la gestion de
la huerta y diversos indices de crecimiento que dan curvas de crecimiento
bastante diferentes (Opara, 2000). Magein (1989) observé que el crecimiento de
la naranja ‘Pippin de Cox’ y la manzana ‘Golden Delicious’ siguié un
crecimiento sigmoideo simple usando el didmetro de la fruta, y cuando los
datos absolutos de crecimiento fueron utilizados, la estructura de crecimiento

era doble sigmoideo.

Desde otra perspectiva, la fisiologica, la maduraciéon se refiere a los
procesos asociados a completar el crecimiento natural y al desarrollo del
tamafio completo. En tecnologia de la post-recoleccion, la maduracion se define
como “ esa etapa en la que una materia ha alcanzado una etapa suficiente de
desarrollo que después de la cosecha y el manejo de la post-recoleccion, su
calidad serd por lo menos el minimo aceptable por el consumidor final “ (Reid,
2002). El término maduracion se refiere a los procesos que cualitativamente
transforman la fruta madura mientras que alcanza el final de su periodo de

crecimiento.
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Segin Al-Maiman y Ahmad (2002) estudiaron los cambios en las
propiedades fisicas y quimicas de la granada durante la maduracion de la fruta.

Clasificaron las frutas en tres etapas.
Etapa 1 - verde

Etapa 2 - Mitad maduro

Etapa 3 2 Maduro

Encontraron que la fruta de cada etapa no mostré ninguna diferencia
estadistica en longitud, didmetro o contenido de volumen si no que las
diferencias fueron obtenidas en el peso total, contenido de semillas y

densidades.

1.4.4 Factores post-recoleccion

Hoy en dia, existe una tendencia hacia la estandarizacién internacional
sobre los diferentes grados de calidad en el que se establecen especificaciones
estandares referentes a los productos frescos, dado al aumento del mercado
internacional. La Comision Europea fue una de las primeras organizaciones en
desarrollar estandares para frutas frescas. Aunque muchos de estos estdndares
fueron adoptados por la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo
Econdémicos (OCDE). Estos estandares son definidos por los vendedores para

los proveedores.

En cuanto al punto de vista de la calidad de fruto los factores que limitan el

almacenamiento y la vida 1til son los siguientes:

+ Pérdida de peso
+ Apariencia

+ Textura

#+ Sabor/aroma

#+ Podredumbre

Aunque en el proceso de la manipulacion se producen dafos mecdnicos que
pueden acelerar cambios en algunos factores anteriores, afectando
negativamente en la calidad del fruto. Estos cambios son debidos a procesos
fisiologicos o tecnoldgicos relacionados con la maduracion del fruto y la

senescencia, determinando la vida til de dicho fruto.
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1.5 Variedades de la granada

Las variedades de granadas en Espafia se agrupan de acuerdo segun la
clasificacion de Melgarejo (1993). De esta forma mediante el empleo de estos
parametros se permite obtener el momento Optimo de la recogida de la

granada. Con estos parametros se relaciona la acidez y el indice de maduracion.

Tabla 4. Comparacién de acidez e Indice de maduracion segiin el tipo de variedad

Tipo de variedades Acidez Indice Maduracién

Variedad dulce 0,15 -0,48 % acido 60 — 80

citrico/L

Variedad agridulce 0,54 —0,91% acido 20-25
citrico/L

Variedad agria 2,34 —2,69% acido 6-10
citrico/L

Fuente. https://cultivodelgranado.es/el-granado/variedades/

Una vez clasificas las variedades segtin su grado de acidez, se pueden

agrupar en tres categorias.

Tabla 5. % de acidez y usos, segiin su categoria

CATEGORIAS % ACIDEZ USOS

DULCE <0,9 Consumo en fresco
AGRIDULCE 1<X<2 Produccién bebidas
refrescantes
ACIDA >2 Extraccion de acido
citrico

Fuente: Raga Carrefio et al., 2015
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La Comunidad Valenciana es la principal zona productora de granada,
junto con la Region de Murcia y Andalucia (mencionadas segin su mayor

grado de produccion) a nivel nacional.

Siendo la variedad mads cultivada ‘Mollar de Elche’, seguida de la
variedad poblacion denominada “Valencianas” y variedad ‘Wonderful'.
Existiendo en estas zonas otras variedades locales no tan conocidas como las
mencionadas, tales como: ‘Blanca’, ‘Tendral’, ‘Pitionenca’, ‘Albar’, ‘San Felipe’,

‘Cajin’, 'Pulpt’, etc.

Ademas del material autdctono cultivado en Espafia, en los ultimos afos
se han introducido nuevas variedades, citandose a nivel mundial un total de
mas de quinientas variedades, por lo que hay una gran riqueza existente de
variedades de Punica granatum L. Algunas de las variedades comerciales

conocidas a nivel mundial como “Acco”, ‘Shany’, 'Emek’, ‘Kamel”, etc.

Tabla 6. Superficie. Comunidad Valenciana 2018

Provincias Superficie en plantacién regular
Y (hectareas)
Comunidades Total En produccion
Autonomas Secano Regadio Total Secano Regadio
Alicante - 3.208 3.208 - 2.694
Castellon - 95 95 - 49
Valencia - 684 684 - 275
C. VALENCIANA - 3.987 3.987 - 3.018

Fuente: MAPAMA, 2018

Como se observa en la tabla 6, la Comunidad Valencia cuenta con una de
superficie total en plantacion de 3.987 ha, considerdndose una de las

comunidades autonomas con mas superficie de regadio.
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Tabla 7. Rendimiento. C. Valenciana 2018

Provincias Rendimiento
Y Superficie en produccion Arboles
Comunidades (kg/ha) diseminados
Auténomas Secano Regadio (kg/arbol)
Alicante - 19.500 -
Castellon - 4.500 -
Valencia — 24.480 —
C. VALENCIANA - 19.710 -

Fuente: MAPAMA, 2018

Tabla 8. Produccion total. C. Valenciana 2018

HOEEE Produccién Total
Comur)llidades en toneladas (t)
Autébnomas
Alicante 52.533
Castellon 221
Valencia 6.732
C. VALENCIANA 59.486

Fuente: MAPAMA, 2018

La variedad "Mollar de Elche’ (fotografia 5), originaria de Elche (Alicante)
se caracteriza por su forma redondeada, frutos de calibres medios-grandes,
semillas dulces, y de pifion blando. El color externo del fruto es rojo-amarillento
y el color interior es rojo claro. La piel resiste bien el manipulado. Tiene
concedida la Denominacion de Origen Protegida. Se caracteriza por su

equilibrio entre acidez y aztcares.

Tabla 9. Niveles de sdlidos solubles y acidez en granadas variedad "Mollar de Elche’

Acidez % en zumo Contenido medio fibra

Solidos soluble (ss)

bruta

13,44- 17,68 °Brix  0,24-0,35 34,42 -40 % 3,8-79%

Fuente. Cambayas OCoop V., 2010
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Fotografia 6. ‘Mollar de Elche’

La variedad ‘Valenciana’ (fotografia 6) se caracteriza por tratarse de una
variedad temprana, tiene forma redondeada, calibre medio, semillas dulces,
pifidn inapreciable. Color interno rosa claro y color externo rosa intenso. Piel

sensible al manipulado.

Tabla 10. Niveles de sdlidos solubles y acidez en granadas variedad ‘Valenciana’

Solidos soluble Acidez % en zumo Contenido Indice
(ss) medio fibra Maduracion
bruta

(IM)

13,90 - 15,50 ° Brix 0,14 -0,26 29,26 — 53,84 % 8-16% 42,39 — 84,43

Fuente. Cambayas OCoop V., 2018
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3

Fotografia 7. 'Valenciana’

Variedad ‘Wonderful’ (fotografia 7) se trata de variedad tardia y originaria
de Florida, siendo la mas extendida a nivel mundial, la cual se caracteriza por
tener unos frutos de calibre medio a grande, corona alargada, color externo rojo,
semillas de color rojo intenso, pequefias, pifion semiduro y de sabor acido. Piel
resistente a la manipulacion. Presenta una amplia diversidad genética por lo

que presenta diversos rendimientos y caracteristicas muy variables.

Tabla 11. Niveles de solidos solubles y acidez en granadas variedad "Wonderful’

Solidos solubles (ss) Acidez Indice de Maduracion
13 — 18 ° Brix 2-3 g acido 7-12
citrico/L

Fotografia 8. ‘Wonderful’ 29



En Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
Granada Valenciana " .

Granada Mollar . " . . .
Granada Wonderful . ‘ . . .

Imagen 7. Calendario de recoleccion de granadas. Fuente. Cambayas OCoop V., 2018.

En la imagen 4, se puede comprobar el calendario de recoleccion de las
tres variedades de granadas mds comercializadas tanto a nivel nacional como

mundial

1.6 Acido y-Aminobutirico

El estrés medioambiental puede generar especies reactivas de oxigeno
(ROS) que en condiciones extremas de estrés causa un dafo oxidativo
progresivo y que en consecuencia genera la muerte celular (Sharma et al., 2012).
Para poder hacer frente al dafo oxidativo, la plantas desarrollan un complejo
sistema de defensa encaminado a la desintoxicacion de las especies oxidativas
de la planta. El 4cido y-aminobutirico (GABA) es una hormona natural presente
en los tejidos vegetales que juega un papel importante en este mecanismo de
defensa de la planta como respuesta al estrés medioambiental. (Kinnersley y
Turano 2000 ; Seifi et al, 2013).

El GABA es un aminodcido no proteico presente en organismos
procariotas y eucariotas. Se produce de forma enddgena en las células vegetales
y provoca la regulacion del crecimiento y la tolerancia al estrés (Vijayakumari y
Puthur 2016).

Este compuesto se localizd por primera vez en 1949 en tejidos de
tubérculos de patatas (Steward et al., 1949). Otros investigadores encontraron
grandes cantidades de GABA en el tejido nervioso central de los animales
(Watanabe et al., 2002). Es por eso por lo que el GABA se ha estudiado tanto en
el caso de las plantas como de los animales.

30



En el reino vegetal, segiin numerosos estudios se ha observado que el
GABA se acumula rdpidamente como consecuencia de la exposicién a altas
temperaturas como respuesta al estrés medioambiental (Allan et al., 2008), al
aumento de la presion osmdtica ( Renault et al., 2011), a las bajas temperaturas (
Kaplan et al., 2004), la alta salinidad (Xing et al., 2007) y a la toxicidad por
metales pesados (Bor et al., 2009).

Este aminodcido no proteico, disminuye los dafios causados por el estrés del
calor en las plantas a través de la inhibicion de la senescencia de las hojas, la
mejora de la fotosintesis, la tasa de transpiraciéon y la induccién de la actividad
antioxidante.

Al igual que otras plantas expuestas a bajas temperaturas, éstas presentan una
serie de mecanismos de defensa que incluyen la biosintesis de crioprotectores
que mejoran la tolerancia de la planta (Janska et al., 2010). De esta forma el

GABA se presenta como un metabolito sustancial asociado con los mecanismos
de crioproteccion en las plantas (Mazzucotelli et al., 2006).

i

H.N ~
250" e oH

Imagen 9. Estructura molecular de GABA
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1.7 Produccion granada e importancia econémica

El valor de la produccion del sector de frutas y hortalizas exclusivamente
(sin incluir flores y plantas, uva de vinificacion ni aceitunas) super6 en 2017 los
14.000 millones de euros, un 3% mads que en 2016 y un 14 % mas que la media
de las ultimas 5 campanas (2012-2016). En 2018 la primera estimacion presenta
un valor similar a 2017. Fuente: MAPAMA, 2018.

Espafia es el primer productor de la UE de frutas y hortalizas con mas
del 25% de la produccién europea y el sexto a nivel mundial. En 2017 la
produccion espafiola de frutas y hortalizas superd los 28 millones de toneladas,
un 1% mas que en 2016 y un 5% mas que la media. Mas del 50% de la

produccion es de hortalizas, al que sigue citricos (24%) y fruta dulce (11%).

Espania es el primer exportador de UE y uno de los tres primeros

exportadores junto con China y EEUU.

El sector presenta una balanza comercial netamente positiva tanto en

frutas como en hortalizas y creciente.

La vocacion exportadora estda muy marcada ya que en torno al 50% de la
produccion se destina a la exportacion, siendo ademas el primer subsector

dentro del conjunto de las exportaciones del sector agroalimentario.

Hay que destacar que las exportaciones tienen una evolucion creciente en
los ultimos anos, alcanzando en 2017 la cifra récord de 13,8 millones de
toneladas, con un valor cercano a los 15.000 M€. Las ventas al exterior
aumentaron ligeramente respecto a 2016, un 2% en volumen y un 3% en valor,
mientras que respecto a la media de los ultimos cinco afnos se incrementaron un

5% y un 17% respectivamente.
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Tabla 12. Superficie, rendimiento y produccién a nivel nacional

ARAGON 3 102 105 1 35 - 3.250 7.590 - 267 - 267
CATALURNA 5 106 111 5 102 - 6.660 14.462 - 1.508 - 1.508
BALEARES - 6 6 - 6 - - 6.200 - 37 - 37
CASTILLA Y LEON - - - - - 53 - - - - - -
MADRID - 2 2 - 1 145 - 9.500 13 9 2 11
CASTILLA-LA MANCHA 3 6 9 1 - 161 2.300 - 17 2 3 5

C. VALENCIANA - 3.987 3.987 - 3.018 - - 19.710 - 59.486 - 59.486
R. DE MURCIA - 451 451 - 348 8 - 29.400 10 10.231 - 10.231
EXTREMADURA - 282 282 - 76 - - 20.750 - 1.577 - 1.577
ANDALUCIA 108 643 751 65 294 1.770 1.802 7.523 21 2.331 37 2.368
CANARIAS 1 36 37 1 34 2.565 - 19.995 2 670 5 675
|§PANA 120 5.621 5.741 73 3.914 4.702 2.136 19.411 63 76.118 47 76.165
Fuente: MAPAMA, 2018

Espafia es lider en produccion de granadas al ser el mayor exportador en

Europa.

Alicante es la provincia productora mas importante (90%) con un total de
52533 t, (MAPAMA, 2018). Los principales municipios productores de este
frutal son: Elche, Albatera y Crevillente, por orden de importancia socio-

economico.

—

= C.Valenciana = Regidn de Murcia = Andalucia

Grafico 1. Mayores productores nacionales. Fuente: MAPAMA,2018.



Como se puede observar en el grifico 1, el mayor productor es la C. Valenciana
contando con un total de 59.486 toneladas de granada representando el 80 % del
mercado nacional. En segunda posicion se encuentra la Region de Murcia con
un tonelaje de 10.231 y con un porcentaje del 14 % y siendo Andalucia la
tercera comunidad auténoma con mayor produccion con un total de 2.368
toneladas con tan sélo el 3 %. De forma general, obtenemos un total de 76.165

toneladas de granada producidas en 2018 (Gridfico 2).
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Grafico 2. Evolucidn de la produccién total de granado en (t). Fuente: MAPAMA, 2018

En el grifico 2, se observa que a lo largo de los tltimos 10 afios se muestra un
aumento progresivo de la produccién en el cultivo del granado alcanzando las

mayores cotas de produccion en el afo 2018.
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Grafico 3. Superficie ocupada segtin el tipo de riego (ha). Fuente: MAPAMA, 2018.

Segun el grifico 3, la superficie total en hectareas segun el tipo de riego
empleado, para secano cuenta con una superficie de 112 ha, el cual observamos
que este tipo de cultivo ya esta en declive por el empleo del goteo, ya muy bien
instalado en los tiempos actuales. Sin olvidar el cultivo por regadio, ya que de
esta manera se aumenta de forma considerable la rentabilidad del cultivo,
contando con un total de 4.632 ha. Obteniéndose un total de 4.744 ha.
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Grafico 4. Evolucion de la superficie total de granado (ha). Fuente: MAPAMA, 2018

Segun el grifico 4, se muestra una evolucion progresiva de superficie ocupada

para el cultivo del granado contando con un total de 4.744 ha.
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Grafico 5. Evolucion del valor de mercado (miles de €) . Fuente: MAPAMA, 2018
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En la grdfico 5, se observa cierta inestabilidad en la evolucidon de los precios de
este producto, pero a pesar de esa situacion, el precio del Kg de granada ha
conseguido un incremento gradual hasta la actualidad, llegdndose a alcanzar

los valores mas alto en el afio 2017, con un total de 37.333 miles de euros.

2. OBJETIVOS

La granada (Punica granatum L.) es una de las frutas mas antiguas y
aunque es originaria de Oriente Medio su consumo ha aumentado
recientemente en gran escala en los paises occidentales debido a su amplia
gama de posibles propiedades terapéuticas, incluida la prevencién del cancer y
el tratamiento de la enfermedad cardiovascular. enfermedades y afecciones

dentales, y proteccion contra la radiacion ultravioleta (Pagliarulo et al., 2016).

En poblaciones del Mediterraneo, incluyendo a Espafa, generalmente
se consume en fresco (granos) o en zumo. Los frutos son recolectados
normalmente cuando estan completamente maduros, puesto que son frutos no
climatéricos y muestran una tasa de respiracion baja (Ben-Arie et al., 1984),
poseen un brillo ceroso y un color que va desde el rojizo al rojo dependiendo de
la variedad.

La aplicaciéon de compuestos naturales ecoldgicos y sostenibles como
tratamientos post-cosecha ha recibido una atencion considerable recientemente.
Estos compuestos han sido evaluados para estudiar su capacidad a la hora de
retrasar la maduracion y la senescencia asi como preservar la calidad de frutas y
hortalizas. Uno de estos compuestos naturales recientemente evaluados es la
aplicacion de dcido y-aminobutirico (GABA), que se ha demostrado que afecta
al proceso de maduracion post-cosecha y mantiene tanto la calidad como las
propiedades funcionales de los frutos.

En este Trabajo Final de Grado pretendemos estudiar la aplicacion de
GABA, a diferentes dosis para evaluar su posible papel en la mejora de la
calidad y en el aumento de la vida util de las granadas “Mollar de Elche’. Para

ello, se van a estudiar los distintos pardmetros:
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e Pérdida de peso de los frutos

e Tasa de respiracion

e Firmeza

e Color.

e Determinacion de los sélidos solubles
e Determinacion de la acidez total.

e Fuga de electrolitos

e Evaluacion de los danos por frio.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Material vegetal

La fruta empleada para el trabajo de fin de grado (TFG) ha sido la

granada cv. “Mollar de Elche’ (Punica granatum).

Las granadas utilizadas para este experimento provienen de una finca

situada en el campo de Elche propiedad de la cooperativa "Cambayas’.

Tras su recogida en campo, las granadas fueron transportadas al
laboratorio de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos en la Escuela Politécnica
Superior de Orihuela (EPSO), perteneciente de la Universidad Miguel
Hernandez de Elche (UMH).

3.2 Disefo experimental

El disefio experimental comenzd mediante un proceso de seleccion de
granadas, en el cual se seleccionaron un total de 195 granadas atendiendo al
tamafio y coloracion, desechdndose unicamente aquellas frutos que habian
sufrido dafios previos a la llegada del laboratorio. Tras la seleccion de las
granadas exentas de cualquier tipo de contaminacion se agruparon en lotes de

quince para cada uno de los tratamientos, o sea, para granadas control,
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granadas tratadas a distintas concentraciones de 1, 10 y 100 mM con acido -
aminobutirico, sin olvidar otro lote de quince granadas que se evaluo el dia 0

para establecer las condiciones en las que las granadas llegaron al laboratorio.

El tratamiento se realiz6 mediante la inmersion con dacido v-
aminobutirico a tres concentraciones diferentes ya mencionadas en el parrafo
anterior durante diez minutos. Tras este tratamiento las frutas se dejaron secar y

se almacenaron a 4°C durante noventa dias para ser evaluados mensualmente.

Las granadas en cada uno de los muestreos mensuales se evaluaron tras

un periodo adicional de 3 dias de almacenamiento a 20°C tras la salida del frio.
En primer lugar, se realizaron determinaciones no destructivas tales como:

v" El peso de las granadas
El color
La firmeza

La tasa de respiracion

AN

Valoracion general de los dafios por frio causados durante el

almacenamiento en las camaras de refrigeracion

Mas tarde, se procedia a realizar un corte transversal quedandose dos
mitades, obteniéndose muestras homogéneas de diez mitades por repeticion y
tratamiento. Una de esas mitades, se utilizo para obtener dos zumos, analizados
por duplicado que me emplearon para obtener el contenido en solidos solubles
y la acidez. A su vez se extrajeron tiras completas de la piel de la granada para
evaluar los dafos causados por el frio mediante la medida de la fuga de

electrolitos.
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Diagrama 1. Disefio experimental en las granadas de la variedad “Mollar de Elche “



3.3 Determinaciones analiticas

3.3.1 Pérdida de peso

En cada uno de los dias de muestreo se pesaron los lotes
correspondientes, expresados en gramos (g). La determinacion del peso se hizo

mediante una balanza Radwag con dos cifras decimales de precision + 0,01.

Las granadas de cada lote fueron pesadas de forma individual y los

resultados representan la media + ES.

Fotografia 10. Balanza Radwag

3.3.2 Determinacion del CO:

Durante el proceso de la respiracion, los tejidos vegetales consumen Oz y
liberan CO: ya que el metabolismo del fruto estd conectado con la actividad de
respiracion. La medida de la respiracion se refiere tanto a la produccion de CO:
como al consumo de Oz. En cambio, se mide la produccion del CO: por ser mas
sencillo. La medida de la actividad respiratoria se puede realizar por un sistema
estatico o cerrado o por un sistema dindmico o abierto, en nuestro caso, se

escogio el sistema estatico.

Se empleo el sistema propuesto por Kader (1992). Con este sistema se
pretende encerrar el producto en un recipiente herméticamente cerrado durante
un periodo de tiempo. El gas producido como consecuencia de la respiracion de

la fruta se va acumulando en el interior del recipiente.
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La cantidad del gas producido puede determinarse conociendo el peso
del producto, el volumen del recipiente y la concentracion del gas después de

un determinado tiempo.

mg.CO, (V- P)x(26400x dreaCO,)
kg xh 224xPxT

Donde:

V =volumen del recipiente (ml)

P = peso de la muestra ()

Area (CO2) = drea obtenida en el cromatégrafo

T = tiempo que permanece cerrado el recipiente
(min)

Para poder determinar las concentraciones de etileno y CO: en el sistema
estatico o abierto, se introdujeron las granadas segun su lote en cubos de
plastico de cuatro litros de capacidad con cierre hermético, la que la tapadera el
cubo tenia una valvula de material elastomero que permitia incorporar el gas

con el uso de unas jeringuillas.

Las granadas permanecian en estos recipientes cerradas durante una
hora. Transcurrido ese periodo de tiempo, se extraia el aire del espacio de
cabeza interior del recipiente. Ademads, de obtenerse un volumen de 1 ml de

cada una de las jeringuillas, en cada recipiente.

Para calcular la concentracién del CO: se inyectd el contenido de las
jeringuillas en un cromatoégrafo de gases ( Shimadzu GC 14 A) siguiendo unas

determinadas condiciones de trabajo, que son las siguientes:

v' Temperatura del horno - 50 ° C
v' Temperatura del inyector > 115 ° C
v" Flujo del gas portador (Helio) 2 16 ml/mm

v" Patrén empleado > aire atmosférico (0,036 %)
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El pico de CO: se detecta por su tiempo de retencién, que en estas
condiciones de trabajo se encuentra entre 1,4 y 1,6 minutos. La concentracion de
CO: en las muestras tomadas en los botes, se calcula comparando el area de
integracion del pico de la muestra con la de un patron de CO: de concentracion

conocida, que en este caso fue la presente en la atmosfera de 0,036 %

Los resultados se expresaron en mg de CO: desprendido por Kg de fruta y
hora (mg CO: * kg * h')

Fotografia 11. Cromatdgrafo de gases

3.3.3 Evaluacion del color

El color se determind empleando el sistema Hunter Lab (L *, a*, b *)
mediante un colorimetro triestimulo Konica Minolta modelo CR400. Se
realizaron tres medidas del color para cada fruto en tres puntos equidistantes

de la zona ecuatorial.

Este sistema de medida es el mas conocido puesto que permite
aproximarse a la percepcion humana del color. Estas coordenadas estan
relacionadas con tres indices basicos que se pueden distinguir en cualquier

apreciacion del color: luminosidad y cromaticidad.
Los tres parametros son los siguientes:

4+ L* - Indica la luminosidad de la fruta y varia de 0 (negro) a 100 (blanco)
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%+ a* b* > Indican conjuntamente la cromaticidad, a* representa el eje que

va desde colores verdes (-a*) hasta colores rojos (+a*); b* representa el eje
que va desde el color azul (-b*) hasta el color amarillo (+b*)

Fotografia 12. Calibrador colorimetro

Fotografia 13. Calibrador colorimetro

Cada color viene dado por los valores de estas tres coordenadas, que
representan un punto en el espacio tridimensional ( Minolta, 1994). Los
resultados se expresaron como L* a*, b* y en angulo de Hue ( H* = arco
tangente b*/a*).
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3.3.4 Determinacion de la firmeza

Para la determinacion de la firmeza del fruto entero se empled un
texturometro que esta conectado a un ordenador que permite procesar los

datos.

Con esta prueba se pretende deformar el producto con respecto a su
didmetro ecuatorial. Para ello, se utilizd un disco plano de acero montado sobre

un texturdmetro como en de la fotografia 12.

La velocidad de descenso del disco fue de 20 mm min™, hasta alcanzar
una deformacion del 5 %. Los resultados se expresaron como la relacion
existente entre la fuerza necesaria para conseguir la deformacion anteriormente

citada y la distancia de dicha deformacion en N mm-.

Fotografia 14. Texturometro para medir la firmeza de las granadas

3.3.5 Evaluacion de los solidos solubles.

Para la determinacion del contenido total en solidos solubles (SST) se
utilizé la refractometria sobre el zumo filtrado extraido de cada lote de cinco
granadas. Esta técnica se basa en la diferencia que existe entre los indices de
refraccion del agua destilada y un medio de concentracion determinada de
sustancias disueltas. Este método no establece estrictamente el nivel de
azucares, sino la concentracion de solidos solubles, la cual se relaciona con el
nivel de azticares y con el estado de madurez de los frutos.

Antes de realizar la determinacion de los sélidos solubles se llevd a cabo
la preparacion de las muestras. Para ello, se cortaron por la mitad las cinco
granadas de cada uno de los lotes a analizar, se separaron los arilos de la
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corteza y estos se envolvieron en una tela de algoddn para poder exprimirlos
con la ayuda de un mortero. De esta manera, se extrajo el zumo y se realiz6 dos
medidas de cada cinco granadas.

Para realizar la determinacion de los solidos solubles se midieron los °
Brix colocando unas gotas en un refractometro con una sensibilidad de + 0,2 °
Brix. El refractometro se calibra con agua destilada y las medidas fueron
realizadas bajo una temperatura de 20 ° C.

Fotografia 15. Refractémetro

3.3.6 Determinacion del pH y de la acidez titulable

Para determinar la acidez de los frutos se utilizé 1 ml del zumo extraido
después de exprimir los arilos de la granada y se disolvio en 25 ml de agua
destilada. Para poder realizar este analisis, se emple6 un valorador automatico
Metrohm, modelo 785DMP Tritino, complementado con un cambiador de
veinticuatro posiciones modelo 760 y con una impresora modelo DP40-24 N.
Asi se obtuvo el pH inicial y se consiguio realizar la valoracion hasta un pH
final de 8,1 con Na OH 0,1 N.

Los resultados se expresaron en mg equivalentes del acido organico
mayoritario.

Gramos de acido malico /100 mL=6,7* Vi *f*N /P
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Donde:

N = Normalidad del Na OH
V1= Volumen de Na OH 0,1 N. En valoracion
F = Factor del Na OH

P =Peso de la muestra (g)

El resultado final se expreso en : media + ES

Fotografia 16. Valorador automdtico Methrom, para calcular la acidez y el pH

3.3.7 Evaluacion de los dafos por frio

La determinacion de la susceptibilidad de la granada al sufrir dafios por frio
se realiz6 por:
v" Una evaluacion sensorial del exterior de la granada.
v Una evaluacién de la medida de la fuga de electrolitos en la piel de la
granada.
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La evaluacion sensorial se realizé individualmente con cada uno de los fruto
mediante una escala heddnica de cinco puntos que refleja el porcentaje de la
superficie del fruto afectado por los sintomas de los dafios por frio:

=> 0 (Sin sintomas)

> 1(1-25 %)

2> 2 (26-50 %)

> 3 (51-75%)

=> 4 (Sintomas de dafio por frio en la superficie del fruto mayores del 75%)

Los resultados se expresaron como media de la valoracidon de quince frutas
siguiendo la siguiente férmula:

¥ (valor obtenido en la escala heddnica) X (n® frutos adjudicados a cada valor de |a escala)

Dafios por frio =

N? total de frutos evaluadas en cada tratamiento

La evaluacion de la fuga de electrolitos se determindé mediante el método
descrito por Mirdehghan et al., (2007) con ligeras modificaciones. En primer
lugar, se extrajeron 16 discos de piel de las granadas, que conforman cada
réplica, utilizando un perforador metalico de 10,6 mm de didmetro. Estos discos
se dejaron incubar en 25 mL de agua destilada durante 3 horas en botes
herméticos de cristal. Una vez pasado este tiempo de incubaciéon se midio la
conductividad de las muestras en el medio acuoso mediante un
conductivimetro Crison.

Mas tarde, se autoclavaron los botes herméticos a 121 ° C durante 15
minutos. Tras dejarse enfriar se realizo la segunda medida de conductividad
(conductividad final ) y la fuga de electrolitos fue expresada como porcentaje de
la siguiente forma:

= ( Conductividad inicial / conductividad final ) x 100
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Pérdidas de peso (%)

Las frutas y verduras tras su recolecciéon continian los procesos de
transpiracion, siendo un proceso fisico por el cual el agua, en estado de vapor,
atraviesa los estomas y la epidermis provocandose la pérdida del peso del fruto
( Valero y Serrano 2010).

La pérdida del agua aparece como una reduccién del peso del producto,
afectando de esta manera a otras propiedades del fruto como : la reduccién de
la turgencia y un aspecto deshidratado, lo que produce una mayor
susceptibilidad al ataque de microorganismos.

De esta manera se puede decir, que el control de la velocidad de la
transpiracion juega un papel muy importante ya que influye de forma inversa
en la vida util del producto. Esta velocidad se ve influencia por varios factores
externos como: la temperatura o la humedad relativa, presentando una relacion
inversa.

En cuanto a las pérdidas de peso, en nuestra la variedad ‘Mollar de Elche’ en
granada. Pudimos comprobar como durante el almacenamiento refrigerado se
dio un incremento de las pérdidas de peso que sufrieron las granada durante el
almacenamiento. Sin embargo, existieron diferencias entre los tratamientos ya
que los frutos controles mostraron pérdidas de peso mas acusadas con respecto
al resto de tratamientos. Alcanzando tras noventa dias de almacenamiento a 4°C
+ 3 dias a 20°C valores de 24,68 + 3,24

El uso de 4cido y-aminobutirico provoca un efecto negativo sobre la
transpiracion del fruto, ya que aumenta. Manifestdindose una mayor pérdida de
peso, pudiéndose comprobar en la (Figura 1).
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Figura 1. Evolucidn de las pérdidas de peso (%) en las granadas tratadas con distintas dosis
de GABA y controles tras el almacenamiento refrigerado y tres dias mds a 20°C.
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4.2 Respiracion (mg Kg* h-)
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Figura 2. Evolucion de la respiracion en (mg Kg™ h') en las granadas tratadas con
distintas dosis de GABA y controles tras el almacenamiento refrigerado y tres dias mds a
20°C.

Las frutas y hortalizas respiran tras su recoleccion, a pesar de que la
actividad fotosintética se interrumpa. Con el fin de obtener energia, los aztcares
provenientes de la degradacion del almiddn se oxidan, formandose H20 y CO..
La respiracion consiste en una serie de reacciones catalizadas por enzimas, cuya
velocidad esta relacionada con la temperatura. Por lo que un aumento de la
temperatura del fruto generado por la reacciones necesarias para la respiracion,
estimula el proceso de respiracion. Siendo un modo dificil para controlar la
temperatura del fruto (Barba-Teodoro, 2015).

Para el caso de las granadas, al tratarse de un fruto no climatérico, tras su
recoleccién, no se produce aumento en la tasa de respiracién ni en la
produccion de etileno durante el proceso de maduracidn y se considera que la
maduracion del fruto es independiente del etileno (Giovannoni, 2001).

Tras evaluar el pardmetro de la respiracion del fruto se observé un

descenso acentuado en este parametro tras el periodo de almacenamiento
refrigerado y tres dias mas a 20 °C durante todo el estudio realizado.
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El tratamiento que presenta una menor respiracion es el control, a lo
largo de todo el proceso, mostrando en el dia cero unos niveles con 22,52 + 0,22
de mg Kg! h! hasta finalizar el tratamiento el dia 90 con valores de 9,15 + 0,46
mg Kg! hl.

Sin embargo, no existieron diferencias significativas entre los diferentes
tratamiento de GABA a distintas dosis y controles. Cabe destacar, que el
tratamiento aplicado con una dosis de GABA 100 mM, mostré un incremento
significativo con respecto a los demas tratamientos.

Al finalizar el tratamiento los niveles de respiracion oscilaban alrededor
de 10 mg Kg' h'! sin diferencias entre los tratamientos tras 90 dias de
almacenamiento a 4° C + 3 dias a 20° C.

En estudios previos se ha podido observar que el 4cido y-aminobutirico
actta reduciendo la tasa de respiraciéon, lo que se pude relacionar con una
disminucién de la actividad metabdlica de las células durante el desarrollo del
fruto en la planta, y esto puede presentar relacién con una reduccién del
proceso de senescencia durante el almacenamiento (Huang et al., 2013).
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4.3 Firmeza (N mm)

La textura de un fruto se puede definir como, la sensacion que se obtiene en la
boca al morder y masticar un fruto y que se comprende caracteristicas
mecanicas, como dureza, crujibilidad y viscosidad, caracteristicas quimicas,
como contenido en zumo y en grasas (Sams, 1999).

La textura de las frutas y hortalizas sufren una serie de transformaciones desde
que el fruto se encuentra presente en la planta hasta que llega el momento de la
recogida y el almacenamiento en post-cosecha. Estos cambios en la textura son
debidos a la actividad hidrolitica de enzimas que se encargan de degradar
pectinas, celulosas y hemicelulosas de la pared celular (Paniagua et al., 2014).
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Figura 3. Evolucion de la firmeza (N mm) en las granadas tratadas con distintas dosis de
GABA y controles tras el almacenamiento refrigerado y tres dias mas a 20°C.

Tras evaluar el pardmetro de firmeza expresado en N mm™ en la figura 3,
pudimos comprobar como era de esperar que durante el almacenamiento este
parametro disminuy¢ a lo largo de los muestreos, en este caso, no encontramos
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diferencias significativas entre los tratamientos ya que todos los lotes tuvieron
un comportamiento similar. Por tanto, el tratamiento con GABA no tuvo
ningun efecto negativo caracteristico de estos frutos.

Aghdam et al., (2019) constataron que los tratamientos con GABA son
capaces de reducir la pérdida de firmeza mediante una menor actividad de
enzimas involucradas en la degradacion de la pared celular como son los
poligaracturonasas y pectin-metilesteras.
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4.4 Color L*

Cuando estudiamos la evolucion del parametro L*, pudimos comprobar
un descenso del pardmetro en la figura 4, a medida que aumentaban los dias

de almacenamiento refrigerado.
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Figura 4. Evolucién del color (L*) en las granadas tratadas con distintas dosis de GABA y
controles tras el almacenamiento refrigerado y tres dias mds a 20°C

Cuando estudiamos la evolucion del pardmetro L* pudimos comprobar
como a lo largo del almacenamiento refrigerado, los frutos tratados con GABA
mostraron valores ligeramente superiores con respecto a los frutos controles, sin
embargo, no existieron diferencias significativas entre los tratamientos. De
hecho, al finalizar el almacenamiento refrigerado a 4° C y tres dias a 20°C se
comprobd que no existian diferencias significativas con respecto a los diferentes
tratamientos y controles, alcanzandose una luminosidad o color L* valores
proximos a 60, al finalizar el estudio, sin llegar a observarse un efecto dosis-
dependiente en este pardmetro.

Segun una serie de autores han descrito que a medida que el color de la
piel se oscurece, la vida en post-cosecha disminuye (Crisosto et al., 2007).

Ademas diversos autores han descrito que la pérdida de color L* puede deberse

55



a las pérdidas de peso que se producen en los frutos durante el almacenamiento
en post-cosecha (Martinez-Romero et al., 2006).
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4.5 Color a*
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Figura 5. Evolucién del color (a*) en las granadas tratadas con distintas dosis de GABA y

controles tras el almacenamiento refrigerado y tres dias mds a 20°C.

Cuando se determind la evolucion del parametro a* que permite evaluar
tonalidades de colores verde-rojo, presentando valores negativos el color verde
y valores positivos el rojo. En concreto, resulta de interés que este pardmetro
tenga un valor positivo, puesto que corresponde al color rojo.

Con respecto a este parametro, no se observaron diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos de GABA y controles. Sin embargo si se
observo un ligero retraso en el desarrollo del pardmetro a* en aquellos frutos en
los que aplicamos la mayor de las dosis (GABA 100mM). Observandose valores
de pardmetro a* ~ 30 después de noventa dias de almacenamiento a 4°C mas
tres dias a 20°C
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4.6 Color Hue*

Con respecto al pardmetro Hue*, este representa la arcotangente del
parametro b* partido del pardametro a*, definiendo la tonalidad del producto.

42 || —®— conTROL
—e— GABA 1 mM
—v— GABA 10 mM
—A— GABA 100 mM

40 -

38

Color h*

36

o} 30 60 90
Dias de almacenamiento a 4°C + 3 dias a 20°C

Figura 6. Evolucion del color hue*(tonalidad de los frutos) en las granadas tratadas con

distintas dosis de GABA y controles tras el almacenamiento refrigerado y tres dias mds a
20°C

Respecto a este parametro, los mayores niveles mostrados sobre la
tonalidad de los frutos aparecen en las muestras tratadas con GABA 100 mM
con valores de 38,37 + 1,18 mostrando valores similares que aquellos obtenidos
tras aplicar la dosis de GABA 10 mM. Sin embargo, estos valores fueron
superiores con respecto a los obtenidos en los lotes tratados con GABA 1 mM y

controles alcanzando valores = 35 transcurridos los 90 dias de almacenamiento
refrigerado.
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4.7 Color b*

Para el color b*, se determind la evolucidn del pardmetro b* que permite
evaluar tonalidades de colores amarillo-azul, presentando valores negativos el
color azul y valores positivos el amarillo.

Con respecto a la evolucién del color b* como se observa en la figura 7,
pudimos comprobar cémo se dio un aumento del pardmetro a medida que
aumentaron los dias de almacenamiento en refrigeracion.
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Figura 7. Evolucion del parametro b* en las granadas tratadas con distintas dosis de GABA
y controles tras el almacenamiento refrigerado y tres dias mds a 20°C.

Con respecto al color b*, no se aprecian diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos de GABA y controles aunque los valores obtenidos tras
aplicar las distintas dosis de GABA incrementaron el pardmetro b*. Estos
valores mayores se mantuvieron a lo largo del experimento hasta la finalizacion
del almacenamiento refrigerado mas tres dias a 20°C.
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4.8 Color Croma*

Para la evolucién del pardmetro como se observa en la figura 8, pudimos
comprobar cémo se dio descenso del color croma* a medida que aumentaron
los dias de almacenamiento en refrigeracion.
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Figura 8. Evolucion del color croma* en las granadas tratadas con distintas dosis de GABA
y controles tras el almacenamiento refrigerado y tres dias mds a 20°C.

Con respecto al parametro del color cromatico, al comenzar el ensayo se
observa el mismo valor de 47,32 + (0,87 para los diferentes tratamientos tanto
GABA como controles sin diferencias significativas, transcurridos los noventa
dias se observd valores proximos a 42.
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4.9 Solidos Solubles Totales (g 100 g™)

Con respecto a la evolucion de los solidos soluble como se observa en la
figura 9, pudimos comprobar cdmo se dio un aumento de este parametro a
medida que aumentaron los dias de almacenamiento en refrigeracion.
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Figura 9. Evolucidn de los solidos solubles totales (¢ 100 g') en las granadas tratadas con
distintas dosis de GABA y controles tras el almacenamiento refrigerado y tres dias mds a
20°C.

Al estudiar la evolucion de los solidos solubles totales expresados en (g
100g1) no se observaron diferencias significativas al comienzo del experimento.
Sin embargo a lo largo de todo el proceso de almacenamiento posterior y hasta
la finalizacion del estudio, se observé como las dosis mayores de GABA fueron
eficaces a la hora de reducir significativamente la acumulacion de sélidos
solubles totales con respecto a los frutos controles. De hecho al final del
experimento los frutos tratados con GABA mostraron alrededor de medio
grado Brix menos que los frutos controles.
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410 Acidez Titulable (%)

Con respecto a la evolucion del pardmetro como se observa en la figura 10,
pudimos comprobar cémo se dio un descenso de la acidez titulable a medida
que aumentaron los dias de almacenamiento en refrigeracion.
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Figura 10. Evolucion de la acidez titulable (%) en las granadas tratadas con distintas dosis
de GABA y controles tras el almacenamiento refrigerado y tres dias mds a 20°C

Tras estudiar la evolucion de la acidez (%) en los frutos sujetos a estudio,
pudimos comprobar como algunos de los tratamientos con GABA fueron
capaces de retrasar la pérdida de acidez de las granadas durante el
almacenamiento. Concretamente la dosis de GABA 100 mM, fue la que mostro
un mayor retraso en la pérdida de acidez en las granadas muestreadas. Sin
embargo al final del almacenamiento estas diferencias desaparecieron sin
observarse diferencias significativas.
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4.11 Fuga de Electrolitos (%)

Cuando estudiamos la evolucion del parametro, pudimos comprobar un
aumento de lo la fuga de electrolitos a medida que aumentaban los dias de

almacenamiento refrigerado.
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Figura 11. Evolucidn de la fuga de electrolitos (%) en las granadas tratadas con distintas
dosis de GABA y controles tras el almacenamiento refrigerado y tres dias mds a 20°C

Con respecto a la fuga de electrolitos (%), pese a que no se observaron
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos de GABA y controles
al comienzo del experimento, conforme se alargd el mismo pudimos comprobar
como los tratamientos con GABA fueron eficaces a la hora de reducir la fuga de
electrolitos en todos los tratamientos tras 60 dias de almacenamiento en frio
mas 3 dias a 20°C. De hecho estas diferencias se mantuvieron para la mayor y
menor de las dosis aplicadas hasta el final del experimento.

Segun una serie de estudios, se comprobd que la aplicacion de GABA es
capaz de reducir el impacto del dafio por frio a través de un mantenimiento de
la integridad de las membranas celulares de los frutos (Rui et al., 2010). Por lo
que este parametro junto con otros como la medida de la peroxidacion de las
membranas lipidicas servirian para establecer el efecto de las bajas
temperaturas sobre productos sensibles a los dafios por frio (Malekzadeh, et al,,
2017), como es el caso de las granadas “Mollar de Elche’.
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412 Pitting

El pitting o picado (dafio por frio) se trata de un dafo mecanico que se
manifiesta como una depresion en la superficie del fruto debido a la ruptura de
las células parenquimaticas.

Los sintomas aparecen después de unos dias a temperatura ambiente o
en tiempo prolongado a bajas temperaturas (Alonso and Alique, 2006) y ha sido
observado que los frutos con pitting sufren un inmediato aumento en la tasa de
respiracion (Wade and Bain, 1980), lo cual provocan un mayor deterioro general
del fruto.

La sensibilidad de la fruta a los dafios mecanicos depende de la variedad
(Kappel and Toivonen, 2005), de la madurez (Kupferman and Sanderson, 2001;
Candan, 2007) y de la temperatura de la fruta, al momento del impacto.

2,0
= —e— CONTROL
S 1.6 —@— GABA 1
© —w— GABA 10
S GABA 100
(7]
[<b]
o 127
=
=
o
o
8 o8 -
] -
[40]
=3
o
8
8 0.4 -
o
0,0 : : :
30 60 20
X Data

Figura 12. Evolucion del picado o pitting (dafios por frio: escala 0-5) en granadas tratadas

con distintas dosis de GABA y controles tras el almacenamiento refrigerado y tres dias mas a
20°C.

Con respecto a la evolucion del picado como se observa en la figura 12, pudimos
comprobar cdmo se dio un aumento de los dafios por frio a medida que
aumentaron los dias de almacenamiento en refrigeracion.

Ademas, aunque no se observaron diferencias significativas con respecto a los
distintos tratamientos al comienzo del experimento, si pudimos comprobar
como hacia el final del experimento estas diferencias aparecieron. De hecho
fueron los tratamientos con GABA a las dosis mas altas las que fueron capaces
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de reducir el picado o pitting de los frutos ya que se obtuvieron valores de este
parametro de 1,20+0,10 y 1,26+0,12 para las granadas tratadas con GABA 10 y
100 mM respectivamente mientras que en el caso de los frutos controles fueron
de 1,60+0,12 observandose la eficacia de los tratamientos a altas dosis a la hora
de controlar este desorden fisioldgico.
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5. CONCLUSIONES

Tras estudiar los distintos datos obtenidos de este Trabajo Final de Grado y en
referencia al estudio realizado sobre la aplicacion de GABA durante el almacenamiento
post-cosecha de la granada ‘Mollar de Elche’, concluimos que la aplicacion de este

compuesto fue efectiva mejorando la calidad general de las granadas.

Los tratamientos con GABA fueron positivos a la hora de mantener los niveles
de luminosidad y de tonalidad de las granadas, asi como el contenido de sélidos
solubles y acidez titulable. Ademas los tratamientos redujeron las pérdidas de peso
aunque no se observaron mayores niveles de firmeza. Ademas, los tratamientos a
diferentes dosis redujeron los dafios por frio durante el almacenamiento de las
granadas. Aunque en general no se observé un efecto dosis dependiente en todos los
parametros estudiados si se observaron mejores resultados aplicando las dosis

mayores.

Por tanto, los tratamientos realizados con 4cido y-aminobutirico y aplicados
tras la recoleccion, podrian ser considerados como una herramienta, segura y
respetuosa con el medio ambiente, con potencial para tanto incrementar los atributos

de calidad de las granadas ‘Mollar de Elche’ durante su conservacion en post-cosecha.
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