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RESUMEN

Existe una necesidad actual en la industria agroalimentaria de investigar y
conocer las actividades enzimaticas en los alimentos y su implicacién en el
deterioro de los mismos. Por este motivo, en la primera fase de la tesis doctoral,
fueron extraidas y caracterizadas las enzimas peroxidasa, pectinmetilesterasa y
poligalacturonasa de tomate. Una vez caracterizadas, fue escogida la peroxidasa
como enzima modelo y se realizaron incubaciones con diferentes temperaturas,
combinaciones de temperaturas frente a pH, y combinaciones de temperaturas/pH
frente a ciclos de altas presiones hidrostaticas, obteniéndose las mejores
condiciones para su inactivacion en puré de tomate. En la segunda fase de la tesis
doctoral, se desarrollaron estudios de vida util en puré de tomate y gazpacho
aplicando las mejores condiciones de inactivacion enzimatica encontradas con
POD. En la tercera fase de la tesis doctoral, se obtuvieron subproductos de

gazpacho que fueron analizados e incorporados en la formulacion de grisines.

Palabras clave: altas presiones hidrostaticas, biotecnologia de alimentos.

ABSTRACT

There is a real need in the agrifood industry to investigate and understand
the enzymatic activities in food and their involvement in the deterioration of food.
For this reason, in the first phase of the doctoral thesis, were lengths and
characterized the enzymes peroxidase, pectinmethylsterase and tomato
polygalacturonase. Once characterized, it was chosen peroxidase as a model
enzyme and incubations were performed with different temperatures,
combinations of temperatures versus pH, and combinations of temperatures/pH
versus cycles of high hydrostatic pressures, obtained for inactivation in tomato
puree. In the second phase of the doctoral thesis, life studies in tomato puree and
gazpacho were generated applying the best enzymatic inactivation conditions
found with POD. In the third phase of the doctoral thesis, gazpacho deer were by-

products that analyze those incorporated in the formulation of grisines.

Key words: high hydrostatic pressures, food biotechnology.
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I - INTRODUCCION
1.1. INDUSTRIA AGROALIMENTARIA

Los zumos/purés y bebidas vegetales estan constituidos por frutas y
verduras, siendo de los grupos de alimentos con mayor importancia en todas las
dietas del mundo. Este grupo de alimentos contienen altas cantidades de
antioxidantes (flavonoides, antocianinas, carotenoides, licopeno, glucosinolatos y
saponinas), vitaminas (A, B1, B2, B3, B6, C, Ky E), minerales (potasio, cloro, fésforo,
calcio, azufre, magnesio, sodio, hierro, cobre, zinc, yodo, cobalto, manganeso,
cromo, niquel y fltor) y acidos grasos esenciales como los w-3 y w-6 que tienen
funciones bioactivas ayudando a prevenir enfermedades cronicas, enfermedades
cardiovasculares y distintos tipos de canceres. Esta funcion anticancerigena y
antioxidante se debe principalmente al efecto de los carotenoides, el licopeno y el
B-caroteno presentes en el puré de tomate y gazpacho, que son capaces de eliminar
las especies reactivas del oxigeno (ROS) (Nakamura y col., 2017).

En el mercado, existe una preferencia por los zumos/purés y bebidas
vegetales frescos cultivados localmente, en temporada y procesados minimamente
(Plaza y col., 2006). E1 cambio que se esta produciendo en los hédbitos alimenticios,
apostando por los productos sanos y de alta calidad nutricional obligan a la
industria agroalimentaria a encontrar mejores formas de preservar las propiedades
organolépticas y nutricionales, a la vez de garantizar la vida util del producto
(Mendoza y col., 2018). En el pasado, los sistemas de procesado de estos alimentos
se basaban en la pasteurizacién convencional, utilizando altas temperaturas para
eliminar microorganismos patogenos y enzimas indeseables que alteraban las
propiedades organolépticas. Sin embargo, las altas temperaturas tienen efectos
negativos en su composicion, destruyendo los nutrientes que son importantes para
la salud y el bienestar humano. Como consecuencia, la mayor parte de las
investigaciones realizadas estan relacionadas con la aplicacién de tecnologias no
térmicas que alteran minimamente las propiedades organolépticas y nutricionales.

Entre las tecnologias no térmicas, destaca el procesamiento por altas
presiones hidrostaticas (HPP). La tecnologia HPP logra la muerte microbiana por
inactivacion de enzimas clave involucradas en reacciones bioquimicas y

mecanismos genéticos, como la replicacién y la transcripcion del ADN (Marszatek
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y col., 2019). El método HPP es uno de los métodos mas comunes recientemente
utilizados para el tratamiento a gran escala de zumos a base de frutas y verduras
(San Martin, Barbosa-Canovas, y Swanson, 2002).

Sin embargo, con el uso de esta nueva tecnologia surgen algunos inconvenientes
puesto que algunas enzimas como las peroxidasas, pectinmetilesterasas y
poligalacturonasas son altamente resistentes a las altas presiones (hasta 1000 MPa)
(Eisenmenger y Reyes-De-Corcuera, 2009). De ahi el esfuerzo reciente de la
tecnologia de alimentos en comprender mejor las consecuencias a nivel bioquimico
y nutricional del uso de estas nuevas tecnologias, para posteriormente optimizar
las condiciones de los tratamientos, mejorando los pardmetros organolépticos y

nutricionales.
1.2. ZUMO/PURE DE TOMATE Y GAZPACHO

El tomate (Solanum lycopersicum) es una de las frutas con mayor distribucion
anivel mundial y una fuente extraordinaria de azticares, vitaminas y minerales. Es
una especie de planta herbacea del género Solanum (familia Solanaceae); nativa
de Centro y Sudamérica,y cuyo uso como comida se habria originado

en México hace 2.500 anos.

Figura 1.1. Plantacion agricola de tomate (Solanum lycopersicum).
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En 2017, la produccion mundial de tomate fue, segtin los datos de la FAO,
de 177.042 millones de kilos; siendo China es el mayor productor mundial con
56.308 millones de kilos (Figura 1.2). La produccion espafiola se encuentra muy por
debajo, con una produccion de 4.671 millones de kilos de tomate, siendo Andalucia
(2.300 millones de kilos), Extremadura (2.000 millones de kilos) y Murcia (211

millones de kilos) los mayores productores espanoles.

México [ 4,047,171 EspaﬁaB;:’|M§;c°
1rén3%
Brasil [N 4,167,629 5%
Italia

Espafia [N 4,671,807 5%
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0 10,000,000 20,000,000 30,000,000 40,000,000 50,000,000 60,000,000
Figura 1.2. Produccién mundial de tomate (toneladas) en el aiio 2017
(http://www.fao.org/home/es/).

Los principales compuestos antioxidantes en el tomate son los carotenoides,
la vitamina C y los compuestos fendlicos. Contiene gran cantidad de carotenoides
no provitaminicos, como el licopeno, responsable de su peculiar color y que
ademads, es considerado un anticancerigeno natural frente a numerosos tipos de
cancer debido a sus propiedades antioxidantes (Jurado-Penagos y Garcia-
Perdomo, 2015).

La actividad antioxidante general de los tomates varia considerablemente
segin la variedad genética, la etapa de maduracién y las condiciones de
crecimiento (Toor y Geoffrey, 2005), y depende de numerosos compuestos
polifendlicos presentes en el mismo (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Estructura quimica de los principales compuestos fendlicos presentes en el tomate.

Los aztcares solubles y los acidos organicos son los principales
componentes de los solidos solubles totales que constituyen la base del tomate
junto con las pectinas y fibras. Estos componentes y sus interacciones son
importantes para la calidad del tomate y su procesado, puesto que condicionan la
dulzura, la acidez y la intensidad del sabor.

Los tomates pueden ser consumidos crudos o procesados, usandose
grandes cantidades para producir salsas, zumos y purés; y que proporciona
minerales, vitaminas, color y sabor a los alimentos, mejorando el aspecto visual y
palatabilidad (Barrett, Beaulieu y Shewfelt, 2010). Dado que son altamente
perecederos por la elevada carga microbiana y enzimatica que poseen, los
productores estan obligados a venderlos inmediatamente después de ser
cosechados, produciendo una menor ganancia econémica. Por ello, para aumentar
la rentabilidad econdmica, el tomate se procesa y se comercializa, principalmente
como zumo o puré, manteniendo asi un suministro constante de tomates al
mercado.

Entre los preparados de tomate elaborados en Espafia encontramos el
gazpacho, siendo ademas uno de los mas conocidos. Se trata de un tipo de sopa fria
tipica de ciertas regiones de Espafia que se consume mayoritariamente durante los

meses estivales y en cuya composicién abunda el tomate (éste representa alrededor
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del 70% de sus componentes) y el 30% restante estaria constituido por pepino,
pimiento, cebolla, ajo, aceite de oliva y sal.

Como se puede deducir de su formulacion, el gazpacho constituye un
alimento con un gran aporte de vitaminas y de variedad de antioxidantes
aportados por la fruta y las hortalizas que lo componen. Ademas, es fuente de fibra
dietética que le proporciona propiedades prebioticas derivadas sobre todo de los
vegetales e incluye pectinas, gomas, mucilagos y polisacaridos de reserva (Verde-
Meéndez y col., 2011)

Por otro lado, también presenta una elevada concentracion de sales
minerales y azucares, asi como compuestos fenodlicos y carotenoides que
contribuyen al color y al sabor. Los compuestos fenolicos presentes poseen efectos
antioxidantes, anticancerigenos y antienvejecimiento. Finalmente, la presencia de
ajo entre sus componentes aporta propiedades antibacterianas muy importantes

para la salud (Nicastro, Ross y Milner, 2015).
1.3. CALIDAD EN PURE DE TOMATE Y GAZPACHO

La calidad del puré de tomate o del gazpacho depende fundamentalmente
de su frescura, aroma, consistencia y sabor. El auge industrial en los paises
desarrollados del procesado de estos productos se puede atribuir a un conjunto de
actividades interrelacionadas, entre las que destacan el I+D+i, las técnicas de
produccion mas eficientes y un procesado industrial mas rapido. Por otro lado,
para que la industria agroalimentaria obtenga productos diferenciados tiene que
utilizar necesariamente materia prima de alta calidad. Para ello, han sido disefiados
un conjunto de métodos analiticos que agilizan la recoleccién mecénica y optimizan
su procesado industrial, a la vez que los hacen seguros para el consumidor. Entre
los andlisis mas importantes que han sido utilizados tradicionalmente en el
procesado del puré de tomate y gazpacho para evaluar la calidad, destacan la
comprobacion del nivel de maduracion del fruto, la eliminacion del pedunculo, las
caracteristicas fisicas de los frutos (color, firmeza, calibre y peso), y los relacionados
con el tiempo y la calidad del almacenamiento en la planta. Ademas, los analisis
fisico-quimicos (pH, acidez, color, aztcares totales, pulpa y solidos solubles totales)
y los andlisis microbioldgicos (coliformes y E. coli, mesofilos aerobios, bacterias

acidofilas, mohos y levaduras) han resultado ser imprescindibles para evaluar las
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distintas calidades y el procesado del puré de tomate y gazpacho, y habilitarlos
como seguros para el consumidor (Kalamaki, Stoforos y Taoukis, 2006).

En los paises desarrollados la innovacion, la seguridad alimentaria y la
sostenibilidad se han convertido en los principales hitos a cumplir en la industria
agroalimentaria. Una forma sostenible de formular y desarrollar alimentos atrae
eficazmente a los consumidores, proporciona una diferenciacién frente a la
competencia y se hace visible a los inversores. Por otro lado, innovar es
fundamental para progresar y solventar los problemas que van desencadenandose,
siempre que no se descuide la seguridad alimentaria, clave en la produccién de
alimentos. Se han desarrollado numerosas técnicas de conservacion que
actualmente siguen evolucionando para satisfacer los estdndares actuales de
preservacion y seguridad, a la vez de satisfacer las demandas del consumidor

contemporaneo (Obeng y col., 2018).

1.3.1. Causas de las alteraciones en la calidad

Existen diversidad de factores que afectan negativamente y comprometen
la seguridad y calidad de los alimentos. Las enzimas presentes en el puré de tomate
y gazpacho frescos producen alteraciones como pardeamientos, alteraciéon de las
pectinas (pectinmetilesterasa y poligalacturonasa), alteracion del almidon,
degradacion de vitaminas por oxidasas (vitamina C y vitamina B1) o degradacién
de pigmentos (peroxidasa). Ademads, algunos compuestos presentes en los
alimentos reaccionan quimicamente entre si produciendo otros compuestos con
olor y sabor desagradables, disminuyendo la calidad (Kalamaki, Stoforos y
Taoukis, 2006).

Sin embargo, las alteraciones mas importantes las producen los
microorganismos presentes. De hecho, la alteracion microbioldgica tiene una
importancia particular puesto que puede ser perjudicial para la salud del
consumidor pudiendo producir graves infecciones. En la actualidad, el control
microbioldgico del puré de tomate y gazpacho tiene como objetivo ofrecer
productos seguros, nutritivos y palatables, asi como una vida util rentable

econdmicamente y a un coste razonable para el consumidor (Obeng y col., 2018).
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1.3.2. Factores inductores en la velocidad degradativa de la calidad

El crecimiento microbiologico en el puré de tomate y gazpacho tiene su
origen en el alto valor nutricional que presentan sus componentes. Sin embargo, no
todos los alimentos resultan ser un buen medio para el desarrollo de
microorganismos, puesto que dependen de diversos factores (humedad, pH,
temperatura, oxigeno y tiempo) que condicionan su crecimiento (Mossel, Moreno
y Struijk, 2005).

El primero de estos factores es la actividad del agua (aw). Este parametro se
refiere a la cantidad de agua libre, disponible para el crecimiento de
microorganismos. Ademas, la actividad del agua condiciona la textura. De hecho,
a una mayor actividad del agua, la textura es mucho mas jugosa y tierna, sin
embargo, el puré de tomate y gazpacho se altera mas facilmente.

Otro factor que determina el crecimiento microbiano es el pH. En general,
las bacterias presentan un pH 6ptimo de crecimiento proximo a la neutralidad, sin
embargo, la mayoria de las levaduras tienen un pH o6ptimo de crecimiento en
valores que oscilan entre 3,5-4,5, mientras que los mohos presentan mayor
flexibilidad respecto al pH, razon por la cual su crecimiento es tan elevado.

De igual modo, la temperatura es crucial en el crecimiento microbiano y
ademads es el factor mds determinante puesto que de ella depende todas las
reacciones enzimaticas del metabolismo microbiano. La mayoria de los
microorganismos crecen a temperaturas de entre 5-55 °C, aunque cada
microorganismo se desarrolla dentro del rango propio de temperatura dptima en
la cual su crecimiento es mayor (Jafari y col., 2017).

Otro factor que necesitan los microorganismos es el oxigeno, a pesar de que
algunos no lo requieren, la mayoria dependen de él para su metabolismo y, por

tanto, crecimiento.
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1.4. CONSERVACION DE ZUMOS/PURES Y BEBIDAS VEGETALES MEDIANTE
TECNOLOGIAS TERMICAS

La industria agroalimentaria tiene como objetivo principal la conservacion
de los alimentos para minimizar la pérdida cualitativa y asegurar la seguridad para
el consumidor. Los microorganismos y las enzimas presentes de manera natural en
las frutas y verduras frescas son los principales agentes causantes de la
degradacion. Por ello, su eliminacion, inactivaciéon o ralentizacion deben ser
prioritarios para cualquier técnica de conservacion.

Por otro lado, la estacionalidad y el caracter perecedero de frutas y verduras
frescas obligan a aplicar técnicas de conservacion para extender la vida util del
producto. Los tratamientos de conservacion de los zumos/purés y bebidas
vegetales tradicionales se basan en la aplicacién del calor (Barbosa-Canovas y
Bermudez-Aguirre, 2010). Este tipo de tratamiento resulta muy eficaz en la
inactivaciéon de microorganismos y enzimas alterantes, sin embargo, provoca
cambios bioquimicos en los alimentos produciendo una pérdida nutritiva,
organoléptica y funcional (Sanchez-Moreno y col, 2006; Mosqueda-Melgar,
Raybaudi-Massilia y Martin-Belloso, 2008).

1.4.1. Pasteurizacion convencional o tratamiento térmico (TT, Thermal treatment)

El TT o pasteurizacion convencional, llevada a cabo por primera vez en 1864
por el quimico francés Louis Pasteur, es un proceso térmico aplicado en liquidos
con la intencién de reducir la presencia de los microorganismos presentes en los
mismos hasta valores seguros. A pesar del choque térmico, el producto resultante
tiene una vida util limitada (Cardona-Galvez, Diaz-Lorenzo y Morején-Marti, 2008)
y en algunos casos necesita un almacenamiento a temperaturas bajas (4 °C) (Figura
1.4).
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Figura 1.4. Esquema del equipo de pasteurizacion industrial
(https://www.researchgate.net/figure/Figura-2-Diagrama-del-pasteurizador -L.C-con-los-

equipamientos-de-los-fig2290625625).

El TT busca la eliminacion total o por lo menos la reduccion a niveles
seguros de los microorganismos presentes en los alimentos. Para medir la eficacia
del tratamiento y establecer una “curva de supervivencia térmica” de cada
microorganismo, se utilizan parametros como el “valor D” (“el tiempo necesario a
una temperatura dada para reducir en un ciclo logaritmico una poblacion
bacteriana”) o el “valor Z” (“ntimero de grados de temperatura durante los cuales
se reduce en un ciclo logaritmico la carga bacteriana inicial”). Con estos valores se
puede calcular y comparar la “letalidad” (Fo) del tratamiento que se ha aplicado
(Al-Baali, Abdul y Farid, 2006).

Ademas de los microorganismos, el TT afecta a las enzimas que degradan
los alimentos. Sin embargo, las enzimas (polifenoloxidasa, peroxidasa,
pectinmetilesterasas y poligalacturonasa) presentes en zumos y purés de frutas y
verduras son termorresistentes, por lo que el tiempo y la temperatura de exposicion
térmica tiene que elevarse hasta inactivar total o semitotalmente estas enzimas. Por
este motivo, la temperatura de pasteurizacion de los zumos de naranja se encuentra
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alrededor de 95 °C durante 20 s, a pesar de que tratamientos térmicos mas suaves
(85 °C durante 20 s) pueden inactivar los microorganismos y hacer seguro el zumo
(Sentandreu y col., 2005).

Tradicionalmente, la mayoria de zumos/purés y bebidas vegetales
conservados han sido procesados térmicamente a temperaturas elevadas durante
pocos segundos. Al mismo tiempo, la temperatura aumenta la velocidad de las
reacciones de pardeamiento no enzimaticas (reaccion de Maillard) y, como
resultado, se produce una reduccion en el valor nutritivo del producto. Por otro
lado, los zumos/purés y bebidas vegetales cuando son tratados térmicamente
pierden parcialmente las caracteristicas organolépticas tales como el color, sabor y
aroma debido a la pérdida de compuestos como los polifenoles, flavonoides,
vitaminas, carotenoides, compuestos antioxidantes, etc. Cuando se pasteuriza, el
sabor de la fruta sufre alteraciones debido a la aparicion de compuestos tales como
el hidroximetilfurfural (HMF) formado por la descomposicion térmica de
los azticares (Shapla y col., 2018).

Segun el tiempo y la temperatura de exposicion térmica los zumos/purés y
bebidas vegetales presentan mayor o menor grado de pérdidas nutritivas y
organolépticas. Por este motivo, la mayor pérdida de nutrientes se produce durante
el tratamiento térmico. No obstante, una vez finalizado el TT, estos alimentos van
degraddndose progresivamente durante el tiempo de almacenamiento por
alteraciones microbioldgicas y enzimaticas. Ademas, el tipo de envase, el pH y la
concentracion de oxigeno también influird en la degradacion del producto durante

el almacenamiento (Ozen y col., 2001; Aganovicy col., 2017).
1.4.2. Calentamiento por microondas (MH, Microwave Heating)

El MH utiliza ondas electromagnéticas cuya frecuencia oscila entre 30-300
MHz del espectro electromagnético. Esta tecnologia presenta un calentamiento que
permite al agua y a la grasa (entre otras sustancias) absorber la energia producida
por las ondas microondas (Figura 1.5). Algunos tipos de moléculas como el agua
tienen una estructura que le facilita formar dipolos eléctricos con diferencia de
cargas entre sus extremos. Cuando estos dipolos son irradiados con ondas
microondas en su intento de alinearse con el campo eléctrico alterno, comienzan a

rotar, produciendo la friccién de la molécula que a su vez eleva la temperatura.
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Figura 1.5. Esquema del equipo de pasteurizacion industrial por tecnologia MH
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(https://www.microdenshi.co.jp/en/device/).

Se ha comprobado que el MH genera calor desde el interior de la matriz a
calentar, demostrando que, a diferencia de cualquier otro método de TT, cuyo
calentamiento puede originar pérdidas organolépticas y nutricionales severas (Fu,
2004) es capaz de mejorar la calidad y preservar las caracteristicas nutricionales de
manera mas eficaz (Chandrasekaran, Ramanathan, y Basak, 2013). El MH se ha
aplicado principalmente en alimentos liquidos, sobre todo en zumos/purés y
bebidas vegetales. Asi, autores como Salazar-Gonzalez y col., (2012) comprobaron
la eficacia de esta tecnologia para inactivar enzimas y microorganismos alterantes.
Sin embargo, el MH presenta el inconveniente de que puede comprometer la
seguridad del procesamiento al no ser uniforme la distribucién de la temperatura
(Vadivambal y Jayas, 2010; Zhu, Guo y Wu, 2012; Kumar y col., 2017).

1.4.3. Calentamiento 6hmico (OH, Ohmic Heating)

El OH utiliza una corriente eléctrica que atraviesa los materiales que actian
como resistencia y consecuentemente aumenta la temperatura de éstos (Zell y col.,
2009). Para que se produzca el calentamiento con esta tecnologia, el producto tiene
que contener la suficiente cantidad de agua y metabolitos como para permitir la
circulaciéon de una corriente eléctrica generadora de calor (Figura 1.6). Esta
circulacion eléctrica provoca la electroporacién y rotura de las membranas
celulares de las bacterias, resultando muy til en el procesado de alimentos tales
como zumos/purés y bebidas vegetales (Knirsch y col., 2010; Darvishi, Khostaghaza
y Najafi, 2013). EI1 OH no transfiere el calor residual tras cesar la corriente ni

produce incrustaciones en la superficie de transferencia del calor.
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Ademas, calienta el alimento de forma rapida y homogénea preservando

mejor sus nutrientes y sus caracteristicas organolépticas.
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Figura 1.6. Esquema del equipo de pasteurizacion industrial por tecnologia OH

(http://www2.hawaii.edu/~soojin/research.htm).

Sin embargo, el procesado por este tratamiento presenta dificultades de
control debido a la necesidad de un estrecho ajuste entre la temperatura y la
distribucién del campo eléctrico. Actualmente hay numerosos estudios publicados
aplicando esta tecnologia en alimentos como los zumos/purés y bebidas vegetales
(Darvishi, Khostaghaza y Najafi, 2013; Achir y col., 2016).

1.4.4. Calentamiento por radiofrecuencia (RH, Radiofrequency Heating)

El RH utiliza una porcion del espectro electromagnético como fuente de
energia para calentar los alimentos (Ramaswamy y Tang, 2008) a frecuencias que
oscilan entre 13,56-40,68 MHz (Marra, Zhang, y Lyng, 2009) (Figura 1.7). Este
tratamiento resulta eficaz a la hora de inactivar microorganismos presentes en
zumos/purés y bebidas vegetales tales como el zumo de manzana y naranja
(Trujillo y Geveke, 2014), o la leche de soja (Uemura, Takahashi, y Kobayashi, 2010).
Sin embargo, la falta de uniformidad en la distribucion de la temperatura origina
diferencias térmicas notables en los alimentos asi tratados (Soto-Reyes, Rojas-

Laguna y Sosa-Morales, 2012).
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Figura 1.7. Esquema del equipo de pasteurizacion industrial por tecnologia RH
(https://www.researchgate.net/figure/Schematic-view-of-the-industrial-scale-25-kW-2712-
MHz-radio-frequency-RFE-unit-showing fig1222660545).

1.5. CONSERVACION DE ZUMOS/PURES Y BEBIDAS VEGETALES MEDIANTE
TECNOLOGIAS NO TERMICAS

El aumento de la demanda de zumos/purés y bebidas vegetales
minimamente procesados por parte del consumidor estd impulsando el desarrollo
de tecnologias de conservacién no térmicas. A pesar de que algunas de estas
tecnologias provocan un ligero aumento de temperatura, en ningin caso se
aproximan a la temperatura requerida en un tratamiento térmico (Raso y Barbosa,
2003). Las tecnologias de conservacidén no térmicas se definen como aquellas que
inactivan o reducen los microorganismos y enzimas alterantes de zumos/purés y
bebidas vegetales a valores seguros, mediante métodos distintos al calentamiento.
De este modo, se obtienen alimentos microbioldgicamente seguros, con baja
actividad enzimatica que conservan mejor las propiedades organolépticas y
nutricionales, intentando ser similares a las previas al tratamiento.

Las principales tecnologias utilizadas en la industria de zumos/purés y
bebidas vegetales son las altas presiones hidrostaticas, los campos de pulsos
eléctricos, la radiacion ultravioleta C, los pulsos de luz, los ultrasonidos y el plasma
frio. Aunque algunas de estas tecnologias son efectivas para inactivar los
microorganismos patdgenos de los alimentos, estan lejos de inactivar las enzimas

alterantes.
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1.5.1. Radiacion ultravioleta C (UVC, Ultraviolet Radiation C)

El tratamiento con radiacion UVC utiliza las radiaciones de la region
ultravioleta del espectro electromagnético para esterilizar o desinfectar superficies
y alimentos liquidos (especialmente zumos/purés y bebidas vegetales).
Normalmente, el rango del espectro electromagnético de la radiacion UV varia de
100-400 nm. A su vez, el rango se puede subdividir en UVC (200-280 nm)
considerandose como un rango con propiedades germicidas puesto que resultan
eliminados eficazmente los microorganismos expuestos a causa de las mutaciones
en las moléculas de ADN . Para conseguir la inactivacion microbiana, la exposicion
de radiacion UVC debe tener una energia minima de 400 J/m? y repartirse
uniformemente en todas las partes para que la poblacién microbiana adquiera una

curva sigmoidal reductiva (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Esquema del equipo de tratamiento industrial con tecnologia UVC
(https://trapandzap.wordpress.com/2008/08/28/hello-world/).

Por este motivo, la radiacion UVC se considera una tecnologia eficaz para
los zumos/purés y bebidas vegetales, puesto que logra reducir o eliminar los
microorganismos causantes de las pérdidas nutricionales y organolépticas.
Generalmente, es mas eficaz en zumos clarificados (manzana, pifa, uva, naranja,
tomate, etc) debido a que la pulpa hace que el tratamiento no sea del todo eficiente.
Algunos autores han comprobado la eficacia de los tratamientos UVC en los zumos
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clarificados reduciendo las poblaciones de bacterias (Gabriel y Nakano, 2009),
levaduras y mohos (Gouma y col., 2015) a valores seguros para el consumidor.

1.5.2. Campos de pulsos eléctricos (PEF, Pulse Electric Fields)

La tecnologia PEF aplica pulsos eléctricos de alta intensidad (1-70 kV/cm) y
corta duracién (1-300 us) a alimentos ubicados entre dos electrodos, uno de los
cuales esta conectado a tierra y el otro a alta tension, provocando un campo
eléctrico entre ellos (Asavasanti y col.,, 2010) (Figura 1.9). Los zumos/purés y
bebidas vegetales tratados con esta tecnologia presentan propiedades
organolépticas y nutritivas similares a las del producto fresco, debido a que el
tratamiento por PEF mantiene a temperatura ambiente los zumos/purés y bebidas
vegetales o en todo caso a temperaturas inferiores a las de pasteurizacion
reduciéndose al minimo el dafo térmico producido (Devlieghere, Vermeiren, y
Debevere, 2004).
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Figura 1.9. Esquema del equipo de tratamiento industrial con tecnologia PEF

(https://www.intechopen.com/books/structure-and-function-of-food-engineering/pulsed-

electric-fields-for-food-processing-technology).
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La aplicacion del tratamiento origina en las membranas de los
microorganismos la electroporacion (formacion de poros), inactivandolos a
temperaturas bajas, lo que prolonga la vida util (Rastogi, 2003). Por este motivo, se
obtienen alimentos microbioldgicamente seguros y sin dano térmico, conservando
las propiedades organolépticas y nutritivas (Odriozola-Serrano y col., 2013).

A pesar de la eficacia de esta tecnologia en la reduccion de
microorganismos, el PEF sdlo resulta eficaz para bacterias en la fase vegetativa,
pero no en la fase espora. Por otro lado, para que esta tecnologia sea eficaz, los
zumos/purés y bebidas vegetales no deben contener burbujas de aire, ni deben
presentar baja conductividad eléctrica y tienen que comercializarse siempre
refrigerados (Gongora-Nieto y col., 2002; Ramaswamy y Marcotte, 2005). Ademas,
en Europa todavia no hay empresas que apliquen esta tecnologia en sus productos
(Lorente y col., 2011) debido a la falta de datos concluyentes sobre las condiciones
del procesado industrial y por la elevada complejidad en el desarrollo de equipos
industriales que permitan aplicar este tratamiento (Singh y col., 2012; Kayalvizhi y
Antony, 2014).

1.5.3. Pulsos luminicos (LP, Light Pulses)

El LP es una tecnologia que aplica pulsos de tiempo corto (100—400 us) y
amplio espectro (100-1100 nm) para desinfectar zumos/purés y bebidas vegetales
(Pellicer y col., 2019). El LP utilizado habitualmente para tratar alimentos emite de
1 a 20 flases por segundo, y cada flash contiene una cantidad de energia que oscila
de 0,01 a 50 J/cm?. Esta tecnologia utiliza una lJdmpara de gas Xendn que libera muy
rapidamente la energia eléctrica en forma de luz a la superficie del alimento (Figura
1.10).
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La luz emitida por esta tecnologia contiene componentes de UVC que son
capaces de danar el DNA de los microorganismos, alterar la estructura proteica y
provocar roturas en las membranas celulares. Numerosos estudios han
comprobado la efectividad de este tratamiento en la inactivacién de bacterias en
fase vegetativa y fase espora (Choi y col., 2015). El dafo efectuado en los
microorganismos depende de la frecuencia y tiempo de los pulsos de luz, la
longitud de onda de la luz y de la claridad del liquido tratado. A pesar de ello,
todavia es necesario seguir investigando sobre la cinética de inactivacion
microbiana y enzimatica debido a la gran cantidad de variables representativas de

los zumos/purés y bebidas vegetales (Preetha y col., 2015).
1.5.4. Plasma frio (CP, Cold Plasma)

El CP se caracteriza por la ausencia de equilibrio termodindmico entre
electrones, atomos y moléculas gaseosas (Kovacevi¢ y col., 2016), resultando a
temperaturas bajas (< 70 °C) en un sistema adiabatico con gran cantidad de energia
cinética (Schluter y col., 2013) (Figura 1.11). Al someter un gas a un potente campo
eléctrico se produce la ionizacion parcial del gas generando el plasma frio
(Garofulic y col., 2015).
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Ademas, genera especies altamente energéticas que rompen los enlaces
covalentes inactivando a los microrganismos (Keener, 2008). Esto hace que el CP
resulte de interés al no usar sustancias toxicas ni necesitar de elevadas radiaciones.
Sin embargo, debido al elevado coste, esta tecnologia resulta poco comun en los

sistemas actualmente comercializados (Ehlbeck y col., 2011).
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Figura 1.11. Esquema del equipo de tratamiento con tecnologia CP

(https://www.researchgate.net/figure/Schematic-diagram-of-atmospheric-cold-plasma-
system-fig1329559904).

1.5.5. Ultrasonidos (US, Ultrasound)

La tecnologia de US fue descubierta durante la primera guerra mundial
para la deteccion de los submarinos y actualmente se aplica en tratamientos para
la industria agroalimentaria. Las condiciones de trabajo oscilan entre 20-100 kHz,
con intensidades de entre 10-1000 W/cm? (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Esquema del equipo de tratamiento industrial con tecnologia US

(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Schematic of bench and industrial-

scale ultrasonic liquid processors produced by Industrial Sonomechanics, LLC.jpg).

El US produce cavitaciones en las membranas de los microorganismos
provocando su debilitamiento y posterior ruptura (Lopez-Malo y col., 2005).
Durante el proceso de cavitacion se originan radicales libres como el perdxido de
hidrégeno que oxidan a los microorganismos (Kadkhodaee y Povey, 2008; Oyane
y col,, 2009). Por ello, el procesamiento por US, solo o en combinaciéon con
temperatura y/o altas presiones hidrostaticas, resulta eficaz para inactivar
microorganismos y conservar los compuestos bioactivos de zumos/purés y bebidas
vegetales (Valero y col., 2007; O’'Donnell y col., 2010).

A pesar del efecto del US sobre los microorganismos, las enzimas alterantes
presentes en purés/zumos y bebidas vegetales no son inactivadas eficazmente por
esta tecnologia, por lo que la mayoria de las investigaciones han focalizado sus
esfuerzos en la combinacion de ultrasonidos con calor (termosonicacion), presion
(manosonicacion) o ambos (manotermosonicacion), encontrandose un efecto
sinérgico notable. Sin embargo, ciertos atributos como el sabor y el color pueden
verse negativamente afectados por el efecto oxidativo y la cavitacion (Petrier,
Combet y Mason, 2007). Actualmente, la principal aplicacion de esta tecnologia se

centra en zumos, purés y leche (Rojas, Miano y Augusto, 2017).
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1.5.6. Altas presiones hidrostaticas o procesamiento por altas presiones (HPP,
High Pressure Processing)

Las temperaturas elevadas tienen efectos negativos sobre los parametros
nutricionales y organolépticos. Ademas, recientemente ha aumentado en los
consumidores de paises industrializados la demanda de productos minimamente
procesados y conservados sin aditivos (Torres y Veldzquez, 2008). Como
consecuencia se han desarrollado tecnologias no térmicas como el procesamiento
por HPP.

Esta tecnologia funciona a bajas temperaturas (+ 4 °C), inactiva los
microorganismos patogenos, y altera minimamente las propiedades nutricionales
y organolépticas (Chien y col., 2018).

A principios del siglo XX, algunos estudios demostraron la alteracion por
altas presiones de las proteinas en clara de huevo. A pesar de ello, estas primeras
investigaciones encontraron la ineficacia del HPP para inactivar las enzimas que
degradan los alimentos.

Hoy en dia existe un gran nimero de empresas que comercializan alimentos
tratados mediante esta tecnologia, especialmente en el sector de zumos/purés y
bebidas vegetales, de hecho, en Espafia son varias las empresas que han

implementado estos tratamientos en su produccion diaria.
1.5.6.1. Fundamentos y equipo de tratamiento por altas presiones hidrostiticas

El HPP es una tecnologia emergente utilizada en la preservacion de
alimentos gracias a la aplicacion de presiones entre 100 y 1000 MPa durante 1 y 30
min. La presion atmosférica media a nivel del mar es de 1,03 bar =0,1 MPa=1 atm,
sin embargo, cuando a los alimentos les aplican presiones de 600 MPa se consigue
el mismo efecto que si se le sumergieran a 60 Km por debajo del nivel del mar.

Este método de conservacion de alimentos presenta como ventaja la
reduccidon de microorganismos presentes en los alimentos a valores seguros, a la

vez de minimizar la pérdida de parametros nutricionales y organolépticos.
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Sin embargo, no destruye las esporas bacterianas por lo que es
recomendable para alimentos con pH bajo y mantenidos en condiciones de

refrigeracion (www.hiperbaric.com/es/aplicaciones).

El HPP se basa en dos principios fisicos fundamentales:

» Principio Le Chatelier: “si se presenta una perturbacion externa sobre
un sistema en equilibrio, el sistema se ajustara de tal manera que se cancele
parcialmente dicha perturbacion en la medida que el sistema alcanza una
nueva posicion de equilibrio”.

» Principio Isostdtico: “la presion es instantanea y uniformemente
transmitida al alimento, ya sea que la muestra permanezca en contacto
directo con el medio de presurizacion o en un envase sellado
herméticamente que transmita la presion, independientemente del tamafio

o la geometria del alimento”.

El HPP estd constituido por una camara de presurizacion (cdmara que
presenta en su interior agua potable y puede llevar un sistema regulador térmico
durante el tratamiento), un generador de presion (constituido por dos bombas
hidraulicas) y un sistema de control de temperatura (Figura 1.13).

En primer lugar, se carga el producto ya envasado dentro de la cdmara de
presurizacion. Una vez realizada la carga, dos bombas hidrdulicas introducen agua
dentro del cilindro hasta alcanzar la presion programada; que se mantiene durante
el tiempo establecido, para pasar finalmente a la descompresion.

Los envases utilizados deben ser de plastico tipo PET 1 por su mayor
flexibilidad. Cuando se envasa el producto es importante que ocupe todo el envase
para evitar la presencia de burbujas de aire en las cuales la presion es diferente al
resto del producto y resta eficacia al tratamiento.

Ademas, es habitual aplicar dos camaras funcionando intermitentemente
para optimizar el rendimiento econdémico del tratamiento

(www .hiperbaric.com/es/aplicaciones).




58 MANUEL BALLESTA DE LOS SANTOS

Figura 1.13. Equipo de tratamiento industrial con tecnologian HPP

(www.hiperbaric.com/es/aplicaciones).

La temperatura no es un pardmetro critico porque en todos los casos la
temperatura méaxima alcanzada durante el proceso no supera los 35 °C y el
producto puede seguir considerandose como no térmico. La compresion adiabatica
del agua aumenta la temperatura de la muestra entre 2-3 °C por cada 100 MPa,
aumento al que hay que sumar la temperatura inicial del agua que habitualmente
se sittia alrededor de 4 °C (Cheftel y Culioli, 1997). Los aspectos del proceso a tener
en cuenta y que pueden modificar el efecto de la presion en el producto son el
numero de ciclos, el tiempo de cada ciclo, la presion aplicada, la temperatura y el
tipo de alimento.
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PROCESADO
Figura 1.14. Esquema del tratamiento de muestras por HPP

(www.hiperbaric.com/es/aplicaciones).

El procesamiento por HPP (Figura 1.14) se realiza en tres etapas:
1°. Rampa de presion: tiempo requerido en incrementar la presion de la
muestra hasta la presion programada. El tiempo depende de la compresion,

la transmisién de presion del fluido y la potencia de las bombas.
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2°. Holding time: tiempo de tratamiento con la presion programada. Tiene
un efecto econdmico importante. Un proceso menor de 5 min resulta
econdmicamente rentable (Balasubramaniam y col., 2007).

3°. Descompresion: tiempo en el que la presion desciende hasta volver a la

presion atmosférica.

Los efectos del tratamiento por HPP segtin la presion aplicada son:

» Hasta 200 MPa: leve influencia sobre la cinética enzimatica, modificacién de
las propiedades fisicas de las proteinas y alteracion de la membrana de los
microorganismos.

» Hasta 300 MPa: inactivacion enzimatica reversible y comienzo de la muerte
de los microorganismos.

» Hasta 400 MPa: gelificacion de los almidones y desnaturalizacion de las
proteinas.

> Hasta 500-600 MPa: muerte de las esporas bacterianas e inactivacion

enzimatica irreversible de algunas enzimas.

1.5.6.2. Efecto de altas presiones hidrostiticas en alimentos

El HPP en alimentos aumenta el tiempo de vida util del producto, mantiene
la calidad organoléptica mejor que otros tratamientos de conservacion y obtiene un
producto seguro mediante la eliminaciéon de patdgenos como, por ejemplo,

Salmonella en ovoproductos, Listeria en carnes y Vibrio en moluscos.

1.5.6.2.1. Efecto de altas presiones hidrostaticas en productos y derivados ldcteos

Actualmente hay numerosos estudios relacionados con el tratamiento de la
leche con HPP. En algunos estudios se ha comprobado que el tratamiento con esta
nueva tecnologia presenta una eficacia similar a una pasteurizaciéon suave
retrasando la acidificacion en la leche y reduciendo la poblacion de
microorganismos patogenos (Lee y Koo, 2019).

En la industria de los quesos el HPP ha demostrado tener gran aplicabilidad
y aceptabilidad. El uso de esta tecnologia en quesos no solo consigue alargar la vida
util del producto, sino que mejora las propiedades organolépticas, produciendo la
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aceleracion del proceso de maduracion, rentabilizando los costes de produccion
principalmente por el ahorro provocado al eliminar el almacenamiento en

refrigerado (Saldo, Sendra y Guamis, 2000).
1.5.6.2.2. Efecto de altas presiones hidrostdticas en productos cdrnicos

El HPP aplicado en carnes y derivados carnicos proporciona al producto la
ventaja de prolongar la vida util en refrigeracion. Esta tecnologia rompe organulos
celulares tales como lisosomas, liberando las proteasas al citoplasma celular, y
produciendo la ruptura de las proteinas citoplasmadticas. Sin embargo, la
desnaturalizacion de las proteinas a causa de la presion tiene lugar sin que su valor
bioldgico se vea afectado negativamente. Este proceso bioquimico inducido por
HPP puede influir mejorando el aroma y el sabor de la carne (Suzuki y col., 1994).
Por el contrario, la carne y los productos carnicos no curados, cuando se tratan con
HPP pierden su coloracion, volviéndose mas blanquecinos (Sun y Holley, 2010).

Ademas, en carnes reestructuradas y picadas la aplicacion del HPP presenta
numerosas ventajas. A pesar de que este tipo de carne es muy nutritiva y palatable
contiene una gran carga microbiana, la aplicacion de esta tecnologia consigue
reducir la carga microbiana a valores seguros para el consumidor (Chien y col.,
2019). Otra ventaja que presenta el HPP en las carnes reestructuradas es el aumento
de la cohesion entre particulas en productos picados o emulsiones carnicas,

reduciendo considerablemente la cantidad necesaria de sal y de polifosfatos.
1.5.6.2.3. Efecto de altas presiones hidrostdticas en pescados y mariscos

La aplicacion de HPP sobre el pescado y marisco consigue la reduccion de
su carga microbiana a valores seguros para el consumidor, y alarga su vida 1util,
puesto que este tipo de tratamiento conserva la calidad y los atributos saludables
del pescado y marisco. Por este motivo, el HPP podria ayudar a la industria
pesquera, garantizando una materia prima de mas calidad, que junto con el ahorro
de energia, en comparacion con los tratamientos térmicos tradicionales, hace que
el HPP sea un tratamiento de conservacion muy adecuado y eficiente (Briones-
Labarca y col., 2012; Alba y col., 2019).
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Por otro lado, el Reglamento (CE) N° 853/2004 del Parlamento Europeo y
del Consejo, de 29 de abril de 2004, establece que el nematodo anisakis debe
eliminarse con un proceso de congelacion a — 20 °C durante 24 horas. Sin embargo,
Brutti y col., (2010) confirmaron la alternativa existente con el HPP, puesto que el
nematodo anisakis también puede eliminarse con un tratamiento muy suave con
HPP de entre 100-300 MPa durante 5 min, presentandose como alternativa viable
para la seguridad alimentaria y con un considerable ahorro de tiempo y energia

frente al procesado tradicional por congelacion.
1.5.6.2.4. Efecto de altas presiones hidrostdticas en ovoproductos

El HPP se presenta como una alternativa viable para el tratamiento del
huevo liquido y geles de huevo frente a la pasteurizacion convencional. La
aplicacion de ciclos de HPP (450 MPa/3 ciclos de 5 min) en combinacion con nisina
(5 mg/L) resulta eficaz para extender la vida util del huevo liquido refrigerado a 30
dias, puesto que destruye los microorganismos patoégenos y alterantes del
producto. El tratamiento del huevo liquido utilizando HPP permite aumentar la
temperatura del tratamiento sin desnaturalizar las proteinas del huevo, a la vez de

asegurar la calidad microbioldgica (Naderi y col., 2017).
1.5.6.2.5. Efecto de altas presiones hidrostdticas en zumos/purés y bebidas vegetales

En la actualidad se han realizado numerosos estudios de estabilizacién con
presurizaciones mayores o iguales a 300 MPa y sin tratamiento térmico (Daher, Le
Gourrierec y Pérez-Lamela, 2017; Ganessingh, Sahibdeen y Maharaj, 2018) de
productos a base de frutas y verduras.

Pokhrel y col., (2019) mostraron, en zumo de zanahoria, un efecto sinérgico
sobre la inactivacién de L. innocua y E. coli tras la aplicacion combinada de HPP,
nisina y temperaturas suaves. Al reemplazar la pasteurizacion tradicional por estas
combinaciones, permitio el uso de presiones reducidas durante periodos de tiempo
cortos, reduciendo los requisitos de energia y aumentando el rendimiento y la

frescura del zumo.
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A pesar de que el HPP estabiliza microbioldgicamente el producto,
afectando levemente a las caracteristicas fisico-quimicas y nutricionales, las
enzimas no son inactivadas totalmente, siendo recomendable un tratamiento
térmico suave combinado con el HPP.

Stinco y col., (2019) evaluaron el efecto del HPP en la estabilidad enzimatica
del zumo de zanahoria, observando que la mayor inactivacién de POD (31%) y PPO
(57%) se logro con 600 MPa y 300 MPa aplicados en tres ciclos, respectivamente.
Bajo estos resultados afirmaron que estas enzimas alterantes de zumos pueden ser
inhibidas parcialmente con el tratamiento por HPP, lo que a su vez puede

repercutir positivamente en la calidad global del zumo.

1.5.6.3. Efecto de altas presiones hidrostiticas sobre microorganismos

Tradicionalmente en la industria agroalimentaria han sido utilizados los
tratamientos térmicos para estabilizar microbioldgicamente los alimentos. Sin
embargo, a pesar de la alta efectividad de estos métodos convencionales y de la
rentabilidad econdmica que presentan, muchas veces las temperaturas elevadas
que aplican tienen efectos negativos sobre la calidad nutricional del alimento.
Ademads, cada vez mas se estd aumentando la demanda en los paises desarrollados
de productos minimamente procesados y conservados sin aditivos (Torres y
Velazquez, 2005). Por esta razon, el procesamiento por HPP se encuentra en auge
comercial (Huang y col., 2014).

Tal es su eficacia en la inactivaciéon de microorganismos patdgenos, que
un simple ciclo con HPP causa hasta cinco reducciones logaritmicas en patogenos
de alimentos (Evelyn, Filipa y Silva, 2019).

A pesar de ello, los alimentos tratados con HPP necesitan algunos
requerimientos especiales como mantenerse en refrigeracion durante su vida ttil,
presentar una actividad acuosa reducida y ajustarse a un pH bajo para prevenir la

germinacion de las esporas bacterianas, puesto que no son inactivadas por HPP.
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Figura 1.15. (A) Efecto del HPP sobre los componentes de la célula bacteriana. (B) Grdfica de

reversibilidad/irreversibilidad de la célula bacteriana tras sufrir estrés por HPP.

El HPP presenta como principal ventaja que durante el tratamiento no se
aplican temperaturas o estas son muy suaves. Esta tecnologia consigue inactivar
los microorganismos alterando las funciones fisiologicas responsables de la
reproduccion y supervivencia de la célula bacteriana (Figura 1.15).

Segtin Huang y col., (2014) el principal dafio producido por HPP en las
células bacterianas es la alteracion de las membranas celulares bacterianas,
afectando de esta manera a procesos de transporte celular relacionados con la
nutricion y la excrecion celular. Esto se debe principalmente a la perforacion de la
pared celular lo que causa la liberacion del citoplasma al exterior celular tal y como
se aprecia en la Figura 1.16.

Las mediciones de exclusidon con colorantes utilizadas para detectar este
defecto producido por la presurizacion pueden ser usadas para confirmar la

inactivacion microbiana (Ulmer, Gaenzle y Vogel, 2000).



64 MANUEL BALLESTA DE LOS SANTOS

0.2 pm At ‘;'
X120000]] | m— :

Figura 1.16. Estructuras celulares de E. coliy S. aureus sin tratar (a y b, respectivamente) y con
HPP 500 MPa durante 30 min (a' y b', respectivamente) (Huang y col., 2014).

Malone, Shellhammer y Courtney (2002) con Lactococcus lactis comprobaron
que la pérdida de viabilidad celular, los cambios de forma y el aumento de la
actividad de la hidrolasa en la pared celular causados por la presurizacion
producian la lisis de las células bacterianas. De hecho, a través de microscopia
electronica de transmision observaron que las presurizaciones de 300 MPa lisan las
células vegetativas de L. lactis subsp. cremoris MG1363 y SK11.

Kalchayanand y col.,, (2002) observaron que las células de Leuconostoc
mesenteroides tratadas con HPP a 345 MPa durante 5 min fueron alteradas
modificando la permeabilidad de las membranas celulares. Esto se tradujo en una
reduccion del potencial de gradiente de la membrana celular bacteriana, limitando
la sintesis de ATP, lo cual activé la autodlisis de las paredes celulares bacterianas.

Tholozan y col., (2000) en cepas de S. typhimurium demostraron que los
cambios en la morfologia celular provocados por la alta presion estdn relacionados
con una disminucién progresiva del diferencial de pH (pH interno — pH externo),
del potasio intracelular y de la concentracién de ATP.
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Gaenzle y Vogel (2001) aplicaron técnicas de fluorescencia a E. coli para
comprobar la hipdtesis del posible dafio causado por presurizacion a la membrana
externa de las bacterias Gram negativas, comprobando que el dano reversible a la
membrana externa ocurre rapidamente en E. coli, seguin las condiciones de presion,
mientras que el dafo irreversible ocurre dependiendo del tiempo expuesto a la
presurizacion.

Otro factor determinante en la inactivaciéon de las células bacterianas es la
velocidad de descompresion. Noma y col., (2004) inocularon con E. coli O157:H7 a
zumos de manzana y naranja, y seguidamente los trataron con HPP.
Posteriormente, los zumos se descomprimieron de forma lenta (+ 30 s) y rapida (+
2 ms), comprobando que la descompresion rapida produjo una mayor inactivacion
que la descompresion lenta.

Las bacterias en la fase espora son mas dificiles de inactivar puesto que son
mas baroresistentes que en la fase vegetativa (Pokhrel y col., 2019). Esto se debe a
que las esporas contienen en su interior el ADN muy protegido frente a dafios
fisico-quimicos por un grupo de proteinas ligadas. Estas proteinas se denominan
proteinas solubles en acido (SASP) y representan alrededor del 15% del contenido
proteico de una espora. Recientemente se ha concluido que para inactivar esporas
hay que aumentar los ciclicos de presiéon o combinar la presidon con temperaturas
altas, aunque a la vez inferiores a las utilizadas en la pasteurizacion convencional
para alterar minimamente los pardmetros organolépticos y nutricionales de

zumos/purés y bebidas vegetales (Varela-Santos y col., 2012).
1.5.6.4. Efecto de altas presiones hidrostaticas sobre la composicién de alimentos

El HPP se ha convertido en un método alternativo al tratamiento térmico
convencional, por ello, se han estudiado sus efectos en los componentes de los
alimentos (carbohidratos, proteinas, grasas, vitaminas, etc) para determinar su
valor nutricional. El efecto del HPP (hasta 400 MPa) sobre los enlaces covalentes es
leve o nulo, sin embargo, los enlaces ioénicos, los enlaces por puentes de hidrogeno
y en general los enlaces hidrofobos presentan mayor fragilidad que los enlaces

covalentes (Alpas, Alma y Bozoglu, 2003).



66 MANUEL BALLESTA DE LOS SANTOS

1.5.6.4.1. Agua

El HPP altera las propiedades del agua. Por cada aumento de 100 MPa, el
volumen del agua disminuye un 4% a una temperatura fija de 22 °C (Cheftel, 1992).
Los alimentos con alta humedad y poco gas disuelto se comprimen de manera
similar al agua. Cuando disminuye el volumen del alimento aumenta la densidad
del mismo y en consecuencia los coeficientes de difusion de los solutos también
disminuyen.

Por cada 100 MPa que aumente la presién del alimento, se origina una
compresion adiabatica del agua contenida en su interior, que causa un aumento
térmico del agua de + 2,5 °C (Cheftel, 1995).

Sin embargo, este cambio es reversible, puesto que cuando se descomprime
la muestra la temperatura disminuye a su estado inicial (Cheftel y Culioli, 1997).

Por otro lado, las presiones mayores de 1000 MPa (a temperatura ambiente)
provocan la formacion de cristales de hielo. El pH del agua también experimenta
cambios relacionados con la presion, disminuyendo de 7 a 6,27 cuando la presion
aumenta de 0,1 a 1000 MPa.

1.5.6.4.2. Lipidos

Los lipidos en estado liquido a temperatura ambiente pueden cristalizar
bajo presion debido a que la temperatura de fusion aumenta con la presion
reversiblemente en mas de 10 °C por cada 100 MPa. El HPP causa la formacion de
cristales densos con alta temperatura de fusién, siendo una de las causas de
destruccion de los microorganismos por los cambios cristalinos en los fosfolipidos
de la membrana celular (Cheftel, 1995).

Bou y col., (2019) comprobaron que el aumento de la presion puede
producir un aumento de la oxidacion en lipidos. Ademas, los alimentos con alto
contenido proteico como la carne y pescado aumentan la oxidacion lipidica. Beltran
y col., (2003) concluyeron que este incremento oxidativo estd relacionado con la
desnaturalizacion proteica originada por la presion, liberan iones metalicos que

catalizan la oxidacion lipidica.
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1.5.6.4.3. Carbohidratos

Existen pocos estudios sobre el efecto del HPP en los hidratos de carbono,
sin embargo, algunos autores han comprobado que los azticares simples apenas se
ven alterados por esta tecnologia (Bansal y col., 2018). Por su parte, Sangronis y
col., (1997) afirmaron que las reacciones de condensacion de Maillard fueron
inhibidas por HPP de entre 50 y 200 MPa, por lo que no se producen las alteraciones
organolépticas y del color comunes en esta reaccion. Algunas investigaciones han
confirmado la hipdtesis de que la alta presion afecta a la transicion solido-gel de los
polisacaridos, originando geles diferentes a los obtenidos por tratamientos
térmicos (Mozahev y col., 1994).

1.5.6.4.4. Vitaminas

Recientemente, Kieling, Barbosa-Canovas y Prudencio (2018) han estudiado
el efecto del HPP sobre la estabilidad de las vitaminas presentes en bebidas
vegetales, observando una leve destruccion vitaminica.

Sudrez-Jacobo y col., (2011) observaron que para el zumo de manzana, no
existieron diferencias en el contenido de la vitamina C, entre los zumos tratados
con HPP 100, 200, 300 MPa a 20 °C y el zumo control, por el contrario, el zumo
pasteurizado conservé alrededor del 10 % de vitamina C tras el tratamiento.

En puré de fresa, los tratamientos térmicos también provocaron una gran
disminucion de la vitamina C (Patras y col., 2009). De manera similar, Nufez-
Mancilla y col., (2013) observaron una pérdida del contenido de vitamina C,
también en fresa, tras el tratamiento con HPP 300 MPa durante 10 min.

Barba, Esteve y Frigola, (2013), en zumo de ardndano, obtuvieron resultados
similares en el contenido de vitamina C, tras el tratamiento de las muestras con
HPP 400-600 MPa durante 5-15 min, siendo significativamente inferiores (92 %) al
zumo sin tratamiento.

En un smoothie a base de vegetales, se conservo el 91 % de la vitamina C
tras el tratamiento con HPP 100-400 MPa durante 2-9 min a 30 °C, y el 89 % tras la
pasteurizacion a 98 °C durante 20 s (Barba y col., 2010).
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1.5.6.4.5. Proteinas

Numerosas investigaciones han comprobado el efecto del HPP sobre la
estructura proteica (Villamonte y col., 2013; He y col., 2013), concluyendo que las
modificaciones de las proteinas causada por la presurizacion producen alteraciones
intra e intermoleculares entre grupos funcionales de los aminoacidos.

El tratamiento con HPP de 100 a 200 MPa, a temperatura ambiente, induce
al despliegue y desnaturalizacion de estructuras proteicas, debido al debilitamiento
de las interacciones hidrofébicas y la separacion de los puentes salinos inter o
intramoleculares. Funtenberger, Dumay y Cheftel (1995) observaron que los
grupos sulfhidrilo se oxidaban produciendo puentes disulfuro en presencia del

oxigeno.

1.5.6.5. Efecto de altas presiones hidrostaiticas sobre enzimas

En los zumos/purés y bebidas vegetales se ha descubierto el efecto negativo
producido por las reacciones que catalizan numerosas enzimas presentes de
manera natural. Estas enzimas se clasifican en dos grandes grupos:
oxidorreductasas e hidrolasas. Las oxidorreductasas como la polifenoloxidasa,
peroxidasa y lipoxigenasa, producen graves alteraciones organolépticas y
nutricionales (Liavoga y Matella, 2012; Silva y col., 2019). De hecho, la peroxidasa
participa en la catalizacién de la oxidacion de dcidos cindmicos y proteinas de la
pared celular produciendo gran cantidad de productos oxidados, alterando
drasticamente el sabor y el color (Van Buggenhout y col., 2009). Las hidrolasas
como la pectinmetilesterasa, poligalacturonasa y p-glucosidasa producen la
precipitacion de la pectina, reduciendo la estabilidad, alterando el color y otras
propiedades organolépticas (Giovane y col., 2004). Ademas, el efecto sinérgico de
la pectinmetilesterasa y poligalacturonasa produce graves modificaciones de la
pectina, que a su vez altera drasticamente la textura (Duvetter y col., 2009).

Cuando las enzimas son tratadas con HPP sufren cambios conformacionales
y cinéticos que alteran la velocidad de las reacciones que catalizan. Segun la
enzima, la cantidad de presidn, el tiempo de presurizacidn, la temperatura o el pH
del medio, las cinéticas enzimaticas se ven alteradas de manera parcial/total o

reversible/irreversible (Wibowo y col., 2019).
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Debido a la elevada barorresistencia que presentan las enzimas de frutas y
verduras, en muchas no se han conseguido inactivaciones eficientes. Por este
motivo, actualmente existe la necesidad de incrementar los ciclos de presion;
puesto que aplicaciones sucesivas con HPP pueden provocar una mayor
inactivaciéon enzimatica disminuyendo su actividad residual (Basak, Ramaswamy

y Simpson, 2001).
1.5.6.5.1. Inhibicion enzimatica inducida por presion

La inactivacion enzimatica provocada por HPP se produce por alteraciones
en las interacciones de los aminodcidos que constituyen las enzimas (Sreedevi,
Jayachandran y Rao, 2019). Cuando las enzimas son tratadas con HPP, al igual que
ocurre con otras proteinas, su estructura comienza a desnaturalizarse. Segun la
cantidad de presion y el tiempo de exposicion, pueden ocurrir cambios reversibles
o irreversibles, provocando un despliegue parcial o completo de la estructura
nativa de la enzima (Ludikhuyze y col., 2001). Balny y Masson (1993) observaron
que las presiones > 200 MPa provocan un despliegue irreversible de la estructura
de las enzimas. Para que una enzima tratada con HPP vuelva a ser viable
cinéticamente, la extension de su inactivacion debe de estar dentro de un valor de
recomprensibilidad. Este valor depende de la naturaleza de la enzima y de las

condiciones del medio.
1.5.6.5.2. Activacion enzimdtica inducida por presion

Las alteraciones producidas por HPP en las velocidades de las reacciones
catalizadas por enzimas son consecuencia de cambios en la estructura de la enzima,
cambios en los mecanismos de reaccion y cambios en las propiedades fisicas del
sustrato o del disolvente donde tengan lugar estas reacciones (por ejemplo: pH,
densidad, viscosidad, fase acuosa, etc).

El aumento de la polaridad del disolvente organico donde se encuentren
disueltas las enzimas incrementa la flexibilidad de algunas de ellas (Trodler y Pleis,
2008). Por este motivo, el HPP puede aumentar la flexibilidad conformacional,

optimizando la velocidad de reaccién, produciendo la activacion enzimatica.
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Algunos autores han comprobado que las enzimas disueltas en solventes
organicos conservan su estructura nativa tras la transferencia del agua (ligada a la
enzima) al solvente organico. Por el contrario, las enzimas que no contienen agua

ligada a su estructura se inactivan con HPP mas facilmente.
1.5.6.5.3. Efecto de altas presiones hidrostdticas sobre peroxidasa (POD)

La peroxidasa (POD, E.C. 1.11.1.7) es una oxidorreductasa ampliamente
distribuida en frutas y verduras, que produce junto con la PPO el pardeamiento
enzimatico. Es responsable de las oxidaciones en las que el perdxido de hidrogeno
acttia como aceptor de electrones y el dador de electrones es el segundo sustrato
(Fortea y col., 2009). La POD presenta como grupo prostético un grupo hemo unido
a la parte proteica por una cadena lateral con un aminoécido en la quinta posicién

de coordinacion del hierro (Pellicer y col., 2016) (Figura 1.17).

Figura 1.17. Estructura de POD de Armoracia rusticana

(https://en.wikipedia.org/wiki/Horseradish peroxidase).

La POD se encuentra de forma soluble o ligada a membrana (Sukalovi¢ y
col,, 2015), en vacuolas, citoplasma y en la pared celular, realizando numerosas
funciones fisiologicas. De hecho, estd implicada en la regulacion hormonal, defensa
celular, eliminacién del acido indolacético durante la maduracién, senescencia
vegetal y en la resistencia a microorganismos a través de procesos de lignificacion

o de produccion de fenoles oxidados.
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A causa de las multiples funciones que desempena, la POD dispone de
diferentes isoformas en los vegetales (Serrano-Martinez y col., 2008).

Esta enzima presenta una elevada afinidad por el sustrato perdxido, siendo
el peroxido de hidrogeno el mas conocido; sin embargo, la especificidad respecto
al sustrato donador de electrones es muy baja. Cuando el medio de reaccion
presenta una elevada concentracion de perdxido de hidrogeno, consigue oxidar a
un amplio rango de sustratos tales como: guayacol, pirogalol, acido clorogénico,
catequina y catecol (Onsa y col., 2004). A causa de su actividad oxidativa, la POD
estd asociada con alteraciones indeseables del color, sabor y valor nutricional de
zumos/purés y bebidas vegetales (Etzbach y col., 2019). También se relaciona con
el procesamiento de alimentos debido a su alta termoestabilidad y baroestabilidad.
De hecho, se utiliza como indicador de la correcta realizacion de tratamientos
térmicos en zumos/purés y bebidas vegetales (Dahili, Kelemen-Horvath y Feczko,
2015).

A causa del rol negativo en la industria agroalimentaria, se han realizado
numerosas investigaciones con el fin de estabilizar su actividad mediante el uso del
HPP. En un estudio realizado con la POD de puré de fresa, cuando se aplicaron
presiones de 400 MPa durante 5 y 10 min, aumento la actividad de la POD un 13 y
1%, respectivamente (Garcia-Palazén y col., 2004). Otro estudio, observd que esta
misma enzima de hierba mate tratada con CO: comprimido a 30 °C y 7 MPa,
aumento su actividad un 25%, atribuyéndose a los efectos opuestos de la presiéon y
la temperatura sobre la capacidad de los grupos funcionales de la proteina para

interactuar con el agua (Primo y col., 2007).

1.5.6.5.4. Efecto de altas presiones hidrostaticas sobre polifenoloxidasa (PPO)

La polifenoloxidasa (PPO, EC 1.14.18.1) es una enzima tetramérica con
cuatro atomos de cobre, que presenta centros activos para compuestos aromaticos
y oxigeno (Figura 1.18). Esta enzima cataliza la O-hidroxilacién de monofenoles
(fenoles en los cuales el anillo bencénico contiene un unico sustituyente hidroxilo)
en O-difenoles (fenoles con dos sustituyentes hidroxilo), para posteriormente
catalizar la oxidacion de los O-difenoles en O-quinonas; que son moléculas muy

reactivas que atacan los componentes celulares.
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La rapida polimerizacion de las O-quinonas produce pigmentos de color
negro o marron oscuro, provocando el pardeamiento enzimatico de frutas y
verduras con lesiones fisicas. Como consecuencia del cambio de coloracion a
marrén oscuro se producen pérdidas en las propiedades organolépticas de
zumos/purés y bebidas vegetales (Samborska y col., 2019).

Las actividades de PPO y POD tienen un gran impacto en el sabor y aroma
de frutas y verduras ya que los compuestos fenolicos que degradan juegan un papel
importante en el sabor amargo, dulce, picante o astringente de dichos productos
(Tomas-Barberan y Espin, 2001).

Por ello, la PPO junto con la POD son dos de las oxidorreductasas mas
conocidas por sus dafios, y que a la vez presentan mayor termorresistencia y

barorresistencia, de ahi que sean dos focos activos en investigaciones con HPP.

Dominio
protector

Figura 1.18. Estructura de PPO de Solanum quitoense
(file:///C:/Users/mballesta/Downloads/323654031001.pdf).

Garcia-Palazon y col., (2004) comprobaron la elevada barorresistencia de
esta enzima en puré de fresa, afirmando que solo con HPP 800 MPa a 25 °C se
produce una inactivacion total.

No obstante, han sido observadas algunas activaciones de PPO en fresa con
HPP 690 MPa a 25 °C (Terefe y col., 2010), en zumo de manzana con HPP 450 MPa
(Bayindirli y col., 2006) y en puré de mora con HPP 400 MPa durante 5 min (Garcia-
Palazon y col., 2004).
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1.5.6.5.5. Efecto de altas presiones hidrostiticas sobre lipooxigenasa (LOX)

La lipooxigenasa (LOX, EC 1.13.1.13) es una oxidorreductasa dioxigenasa
que contiene hierro en su sitio activo y se encuentra en todo el reino vegetal,
especialmente en la familia de las leguminosas (Pellicer y col., 2019) (Figura 1.19).
Produce la destrucciéon de la clorofila y provoca alteraciones organolépticas

negativas en vegetales congelados, convirtiéndose en un objetivo de inactivacion.

Figura 1.19. Estructura de LOX de Glycine max

(https://www.caymanchem.com/news/lipoxygenases).

La LOX de guisante tratada con temperaturas > 60 °C y presiones <200 MPa,
demostrd una elevada resistencia a la inactivacion (Indrawati y col., 2001). De
manera similar, la LOX de soja tratada a 200 MPa y 55 °C durante 15 min mostrd
un aumento de su actividad un 120% en comparacion con la actividad enzimatica
residual a 0,1 MPa (Tedjo, Eshtiaghi y Knorr, 2000). Aunque la LOX generalmente
se considera una enzima perjudicial en alimentos, la inactivacion inducida por la
presion proporciona una evidencia adicional de la funcién del HPP en la

estabilizacion enzimatica.
1.5.6.5.6. Efecto de altas presiones hidrostdticas sobre pectinmetilesterasa (PME)

La pectinmetilesterasa (PME, EC 3.1.1.11) actia sobre los grupos
metoxiester de las pectinas produciendo la desesterificacion (Murad y Azzaz, 2011)
del enlace metiléster en la posicién a-1,4 de la subunidad galacturonosil, liberando

pectato y metanol (Sharma, Rathore y Sharma, 2012) .
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La PME en vegetales presenta un tamano molecular que oscila entre 30-50
kDa (Jolie y col., 2010), una temperatura dptima que oscila entre 40-60 °C, y un pH
optimo que oscila entre 4-8 (Sharma y col., 2011). Se pueden clasificar en Tipo Iy
Tipo II, segin presente o no el dominio PRO (extension N-terminal). La Tipo I (500-
900 aa y 52-105 kDa) presenta de 1 a 3 dominios PROy 2 6 3 intrones, mientras que
la Tipo II (250-400 aa y 27-45 kDa) no presenta el dominio PRO (Tian y col., 2006)
(Figura 1.20).
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Figura 1.20. Estructura de PME de Erwinia chrysanthemi
(https://www.pnas.org/content/97/16/8762).

Esta enzima se localiza en todos los érganos de las plantas vasculares,
especialmente en los frutos. Y, al estar ligada a la pared celular por medio de
enlaces ionicos, se pueden liberar de la misma si se modifican las condiciones del
pH o se aplica una alta carga eléctrica. La PME junto con la PG actia de manera
sinérgica produciendo las pérdidas de estabilidad y viscosidad de las pectinas,
provocando su precipitacidon y, por tanto, originando pérdidas en la calidad
organoléptica de zumos/purés y bebidas vegetales.

Tradicionalmente la PME se ha inhibido total o parcialmente por
pasteurizacién convencional, sin embargo, el efecto de la temperatura provoca
graves alteraciones de los parametros organolépticos y nutricionales (Deshaware y
col., 2019). Actualmente, se estd investigando el efecto del HPP sobre la actividad
enzimatica de la PME en zumos de frutas y verduras, debido a que esta tecnologia
causa alteraciones minimas en su calidad (Al-Jammaas, Sultan y Mahmood, 2019).
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En smoothies vegetales tratados con HPP 400 MPa durante 5 min, PME
apenas se inhibid, por lo que hubo que aumentar la presion hasta 600 MPa durante
3 min para conseguir reducir la actividad residual de PME hasta el 60% (Hurtado
y col.,, 2015). Otros estudios también consiguieron inhibir esta enzima en zumo de
naranja tratado con HPP 450 MPa durante 30 min a 50 °C (Bayindirli y col., 2006) y
en puré de platano tratado con HPP 600 MPa durante 2 min (Ly-Nguyen y col.,
2002a). En tomate, la PME presenta una elevada barorresistencia (Jayathunge y col.,
2019). Sin embargo, también en puré de tomate, Crelier y col., (2001) observaron
que esta es menos resistente a la presion en presencia de iones de calcio o con pH
acidos del orden de 3,5 a 4,5. En algunos casos, dependiendo de la temperatura, la
presion y la matriz donde se encuentre la enzima, se produce una activacion. Asi a
presiones de entre 100 y 400 MPa con temperaturas suaves (60 °C), se produce la

activacion de la PME de puré de tomate.
1.5.6.5.7. Efecto de altas presiones hidrostdticas sobre poligalacturonasa (PG)

La poligalacturonasa (PG, EC 3.2.1.15) es una hidrolasa endo o
exoglucanasa que hidroliza los enlaces del O-glicosilico de la pectina
transformandola en a-1,4-poligalacturénicos. Las laminas f de esta enzima
presentan motivos helicoidales denominados p-hélices. Esta estructura es
altamente estable gracias a los numerosos puentes de hidrégeno y enlaces disulfuro
entre las hélices, siendo una caracteristica comun de las enzimas involucradas en
la degradacion de la pectina (D’Ovidio y col., 2004). Su tasa de hidrolisis depende
de la longitud de la cadena de polisacdridos (Figura 1.21).
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Figura 1.21. Estructura de PG de Fusarium moniliforme

(https://en.wikipedia.org/wiki/Polygalacturonase).
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La PG se localiza en el reino vegetal especialmente en frutas como el tomate,
y su actividad esta relacionada con la maduracion de la fruta debido a que causa la
rotura de la lamina media de las paredes celulares, ablandando los tejidos y, por
tanto, alterando la textura de las frutas. Esta despolimerizaciéon conduce a una
disminucion drastica en la viscosidad que se traduce en una pérdida de calidad
organoléptica en zumos a base de frutas.

Al contrario de lo que ocurre (ocasionalmente) con la PME, el aumento de
la presion y temperatura produce la inactivacion de la PG (Illera y col., 2018). Sin
embargo, hay autores que observaron que una isoforma de la PG de tomate fue
resistente a la presurizacion prolongada de hasta 600 MPa a 50 °C (Fachin y col.,
2002). De hecho, independientemente de la temperatura, la actividad de la PG de
puré de tomate aumenta con presiones del orden de 100 y 200 MPa (Verlent y col.,
2007). Ademas, estos autores encontraron que a 50 °C la hidrolisis de la pectina
catalizada por PG de puré de tomate (en presencia de PME) permanecio constante

cuando aumento la presion.
1.5.6.5.8. Efecto de altas presiones hidrostdticas sobre -glucosidasa (f-GL)

La pB-glucosidasa (B-GL, EC 3.2.1.21) es una hidrolasa que cataliza la
hidrdlisis de aril y alquil f-D-glucésidos relacionados con el metabolismo y el
crecimiento de las plantas (Orruno, Apenten y Zabetakis, 2001) (Figura 1.22). Esta
enzima provoca la liberacion de agliconas volatiles de glucdsidos no volatiles

potenciando el sabor (Garcia-Palazén y col., 2004).

Figura 1.22. Estructura de f-GL de Clostridium cellulovorans
(https://es.wikipedia.org/wiki/%CE%92-glucosidasa).
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La tecnologia HPP resulta util en zumos fresas y frambuesas pudiendo
(segun la cantidad de presion ejercida) inactivar algunos enzimas alterantes de las
propiedades nutricionales y organolépticas, a la vez de activar otras enzimas que
potencian el sabor.

En zumos de fresas tratadas con HPP a 400 MPa, la actividad de la -GL
aumento un 76%, mientras que en zumos de frambuesas tratadas con HPP a 400
MPa solo aumentd un 2% (Garcia-Palazon y col., 2004).

Por otro lado, la p-GL de Sulfolobus solfactaricus también se activo a presiones

de entre 0,1 y 250 MPa, alcanzando su pico de actividad con 125 MPa.

1.6. APROVECHAMIENTO DE SUBPRODUCTOS PROCEDENTES DE LA
INDUSTRIA AGROALIMENTARIA

1.6.1. Aprovechamiento y valoracion integral de subproductos

La diferenciacion del concepto de subproducto y residuo se hace necesaria
dada la frecuencia con la que se tiende a confundir ambos términos.

La Directiva (UE) 2018/851 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 30 de
mayo de 2018, sobre los residuos por la que se derogan determinadas Directivas,
define en el apartado 1 de su articulo 3 el término de residuo como “cualquier
sustancia u objeto del cual su poseedor se desprenda o tenga la intencion o la
obligacion de desprenderse” y el de subproducto como “sustancia u objeto,
resultante de un proceso de produccion, cuya finalidad primaria no sea la
produccion de esa sustancia u objeto”, debiendo de reunir este las siguientes

caracteristicas:

La sustancia u objeto va a ser utilizada posteriormente.
No necesita una transformacion posterior distinta a la practica industrial.

La sustancia u objeto es el resultado de un proceso de produccién.

YV V V V

El uso de este esta sujeto a la legalidad vigente, cumpliendo todos los

requisitos pertinentes (dos Santos y col., 2012).
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Dentro de la industria agroalimentaria, el sector de los transformados
vegetales es uno de los mas dindmicos. La actividad de estas industrias se centra
en el procesamiento de materia prima vegetal mediante técnicas de conservacion e
incluyen las industrias dedicadas a la conserva de hortalizas y verduras,
fabricacion de zumos, concentrados, néctares de frutas y hortalizas, y congelados
de frutas y hortalizas (Majerskaa , Michalskab y Figiela, 2019).

Todas estas actividades de procesamiento de materia prima vegetal generan
grandes cantidades de subproductos organicos, que hasta ahora se han estado
utilizando tnicamente en la industria energética como fuentes alternativas de
energia (biogas, bioetanol, biohidrogeno, etc) y en la industria agraria, donde se
usan como enmienda orgéanica de suelos o como sustrato para los cultivos. También
han resultado de aplicacion en alimentacion animal, cuyos aspectos legales quedan
reflejados en la Directiva (UE) 2018/850 del Parlamento Europeo y del Consejo, de
30 de mayo de 2018 (Galanakis, 2013).

Sin embargo, estudios recientes han destacado que el valor afadido de
algunos componentes de estos subproductos los hace de gran utilidad para la
industria alimentaria humana, farmacéutica, cosmética y quimica. Algunos
ejemplos de ellos son compuestos bioactivos tales como polifenoles, fitoestrogenos,
isoprenoides, dacidos grasos vegetales, compuestos organosulfurados vy
monoterpenos, compuestos antimicrobianos, compuestos aromaticos, vitaminas,

pectinas, aromas, sabores, acidos, compuestos grasos, etc (Ahmed y col., 2015).
1.6.2. Importancia nutricional del subproducto de gazpacho

Tal y como se ha mencionado, la posibilidad de que los subproductos del
procesamiento de vegetales puedan ser aprovechados en diversas industrias por
las propiedades nutricionales y tecnoldgicas que poseen (Roda y Lambri, 2019),
genera oportunidades de negocio y nichos de mercado potenciales.

Dentro del sector de la industria del procesamiento de vegetales destaca,
por su nivel de comercializacion, el gazpacho. Asi, debido a su elevado volumen
de produccion, resulta especialmente interesante el aprovechamiento industrial de

los subproductos vegetales derivados de su elaboracion (Figura 1.23).
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En este contexto, conviene describir las caracteristicas funcionales de cada
uno de los ingredientes que lo constituyen (tomate, pepino, pimiento, cebolla y ajo)

desde el punto de vista nutricional.

Figura 1.23. Subproducto de gazpacho elaborado en el estudio.

Todos los ingredientes utilizados en su elaboracion contienen cantidades
elevadas de fibra, antioxidantes y polifenoles, por lo que resulta de interés describir
las caracteristicas funcionales de los mismos. Respecto a la fibra dietética, su falta
se ha relacionado con la presencia de enfermedades como constipacion,
diverticulosis, hemorroides, cancer de colon, diabetes, obesidad y enfermedades
cardiovasculares (Nicoletti, 2012; Bigliardi y Galati, 2013). La definicion del
concepto de fibra no resulta sencilla, pues no es una entidad homogénea, ni
tampoco existe una forma de medir analiticamente todos sus componentes
bioactivos. Aun asi, algunos autores la han definido como «un conjunto de
macromoléculas de origen vegetal no digeribles por las enzimas digestivas del
hombre» (Valenzuela y col., 2014). Por otra parte, se ha descrito con un concepto
que hace referencia a diversos carbohidratos y a la lignina, que resisten la hidrélisis
de las enzimas digestivas humanas, pero que pueden ser fermentadas por la
microflora del colon dando lugar a Hz, CHs, CO, H20 y 4cidos grasos de cadena
corta (Rodriguez, Megias y Baena, 2003).

En términos generales, la importancia nutricional de la fibra dietética radica
en que ejerce un efecto preventivo para distintas enfermedades y contribuye al
mantenimiento de la salud. Seguin la Sociedad Espafola de Nutricion Comunitaria
(SENC), la cantidad maxima de fibra ingerida al dia no debe superar los 5 g, siendo
esta cantidad de entre 25-30 g a partir de los 18 afios siempre que su aporte no
provenga de suplementos alimenticios. Igualmente, la proporcién fibra
insoluble/fibra soluble deber ser de 3/1 (75% insoluble por cada 25% soluble).
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Esta proporcion cambia en personas mayores, en las que se recomienda una
relacion del orden de 1/1. Asimismo, el valor caldrico de la fibra es de 2 Kcal/g pues
“se considera fermentable el 70% de la fibra alimentaria en alimentos
tradicionales”, y deber ser incluido en el etiquetado de los alimentos por
recomendaciéon de la FAQ, estando también presente esta recomendacion en la
normativa mas actual sobre etiquetado nutricional (Real Decreto 1669/2009) y en la
correspondiente Directiva 2008/100/CE de la Comision, de 28 de Marzo de 2008
(Lopez-Alarcon y Denicola, 2013).

Por su parte, los antioxidantes también son interesantes desde el punto de
vista industrial. Estos se definen como sustancias quimicas capaces de prevenir o
retardar la oxidacion de cualquier otro sustrato bioldgico oxidable cuya
concentracién es mucho més elevada. Estos reaccionan con los radicales libres, que
pierden su reactividad y los antioxidantes se oxidan como consecuencia de la
reaccion, ganando estabilidad quimica.

Por ultimo, los polifenoles quedan definidos quimicamente como
sustancias que poseen un anillo aromatico que contiene uno o mads grupos
hidroxilo, constituyendo uno de los principales grupos de metabolitos secundarios
de las plantas. Entre ellos destacan, por su presencia mas comun en los alimentos,
los 4cidos fenolicos, las cumarinas, los flavonoides y los taninos (muchos de los

cuales poseen una marcada actividad antioxidante) (Ruiz-Moreno y col., 2015).
1.6.2.1. Importancia nutricional del subproducto de tomate

El proceso de transformacion del tomate genera algunos residuos como
pueden ser la piel y las semillas, los cuales representan de un 3 a un 5% del peso
seco (Ahmed y col., 2015). Varios estudios han avalado su uso como subproductos
dadas sus cualidades nutricionales. El uso principal de los subproductos del
tomate, siendo importante en la economia rural, es la alimentacién del ganado. En
este aspecto, cada vez son mas los estudios que resaltan las cualidades beneficiosas
del uso de estos subproductos; que se suelen usar secos y molidos para reducir al
maximo el porcentaje de humedad y alargar asi su perdurabilidad (Figura 1.24).
Concretamente, en el sector de la avicultura tienen una gran utilidad en la
pigmentacion de la yema del huevo, en la grasa subcutanea y en la piel de las aves
para su comercializacion (Passo-Tsamo y col., 2015).
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Sin embargo, otros estudios observan la actividad antioxidante y
antiproliferativa de los carotenoides y antioxidantes de la piel del tomate en
cultivos celulares, corroborando su uso como recurso nutracéutico y como alimento
funcional (Lavelli y col., 2014).

En esta misma linea, también se demostré que la cantidad de polifenoles
totales, asi como su actividad antioxidante era similar tanto en pieles y semillas de
tomates procesados como de los no procesados (Tseng y Zhao, 2013).

Otros estudios mas innovadores centrados en el método de la
microencapsulacion mediante ciclodextrinas y por fluidos supercriticos del
licopeno (Sharma y col., 2015; Xu y col., 2015), resultan de gran interés al presentar
las ventajas de tener una mayor estabilidad del nticleo frente a factores ambientales,
una menor velocidad de transferencia del material encapsulado al exterior, un
control sobre la liberacion del ntcleo y la posibilidad de enmascarar el sabor del

mismo.

Figura 1.24. Subproducto de tomate elaborado en el estudio.
1.6.2.2. Importancia nutricional del subproducto de pimiento
Los principales subproductos generados a partir del pimiento son el

corazon o pericarpio, la piel y las semillas (Figura 1.25); siendo también objeto de
numerosos estudios (Ahmed y col., 2015).
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Melo-Sabogal y col., (2015) han demostrado que el uso de los subproductos
del pimiento en combinaciéon con purines de cerdo aument6é en un 44% la
produccién de metano respecto del uso tinicamente de purines de cerdo, siendo de
interés en la generacion de fuentes de energia alternativas.

Otro estudio, consistio en la realizacion de la prueba de Ames sobre cepas
de Salmonella spp. para comprobar la antimutagenicidad de los extractos de metanol
derivados del pericarpio del pimiento rojo demostrando su capacidad

antimutagénica y antioxidante.

Figura 1.25. Subproducto de pimiento elaborado en el estudio.

Por otro lado, también se esta estudiando la posibilidad de utilizar el aceite
de semilla de pimiento en frituras. Asi, trabajos realizados acerca de la estabilidad
térmica oxidativa de dicho aceite a 140 °C (para estudiar su rancidez) revelan que
esta estabilidad térmica se encuentra asociada a la presencia de los compuestos
capsaicina y tocoferol.

1.6.2.3. Importancia nutricional del subproducto de pepino

Una de las aplicaciones de los subproductos del pepino es el de la

produccion de biomasa en cultivos de levaduras. Asi, un estudio, demostrando que
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la adicion de piel de pepino y de naranja a cultivos de S. cerevisiae derivé en un
incremento del rendimiento de la produccion de proteinas por fermentacion

sumergida de los mismos (Stajci¢ y col., 2015).

Figura 1.26. Subproducto de pepino elaborado en el estudio.

También en la ganaderia caprina, los subproductos del pepino y del tomate
tienen una importante aplicacion, pues se ha probado que la complementacion de
estos al forraje, sustento basico de estos animales, supone, por un lado, una
economizacion del gasto y una alimentaciéon de mayor calidad.

Esta alimentacién suplementaria es especialmente util cuando existe una
baja disponibilidad y/o calidad de los pastos o cuando los animales en produccion
requieren de mayores demandas nutritivas; ya que se ha comprobado que la
concentracion de lactosa en la leche producida por el ganado caprino disminuye
cuando la relacion forraje/subproducto presente en la dieta es baja (Poojary y
Passamonti, 2015).

1.6.2.4. Importancia nutricional del subproducto de cebolla

Sus principales aplicaciones estan relacionadas con su contenido en fibra
dietética, util en alimentaciéon humana, y con sus cualidades como nutracéutico,
debido a la imposibilidad de su uso en alimentacién animal (por sus propiedades

organolépticas incompatibles) y en agricultura.
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Para ello, se suelen usar cebollas excedentes que no se comercializan (por
tener un pequeno tamano, leves imperfecciones o por la ausencia de la ttnica
exterior, quemaduras en las capas exteriores o presencia de brotes (Figura 1.27)) y
subproductos que son, de forma general, la tiinica y las dos primeras capas de la
cebolla (Abid y col., 2017).

Figura 1.27. Subproducto de cebolla elaborado en el estudio.

Desde el punto de vista nutracéutico, la cebolla posee fuertes propiedades
antiasmaticas y antiinflamatorias, en parte asociadas a la presencia de ciertos
compuestos azufrados denominados tiosulfinatos. Ademds, posee marcados
efectos antifungicos y antibacterianos. Estas caracteristicas resultan de interés para
la obtencion de geles a base de extractos de cebolla que, con una pureza del 50%,
tienen la capacidad de aliviar y cicatrizar quemaduras superficiales de primer y
segundo grado en humanos, aliviando el ardor, evitando la aparicién de ampollas
y contribuyendo a la cicatrizacion (Abid y col., 2017).

Desde el punto de vista industrial, resulta interesante la caracterizacion de
estos subproductos para conocer como resultan afectadas sus propiedades
funcionales y organolépticas por los frecuentes procesos de conservacion y
estabilizaciéon que se realizan para su comercializacién, como la congelacién, la
pasteurizacion y la esterilizacion. En concreto, un estudio encontré que el uso de
estos subproductos para la obtenciéon de alimentos funcionales enriquecidos en
fibra como pasta y bagazo ofrecia resultados satisfactorios por mantener de forma
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considerable algunas o todas las propiedades especificas de esta hortaliza. Con
respecto a la pasta, se comprob6 que esta conservaba todas las caracteristicas
especificas de la cebolla, incluyendo el aroma. El bagazo, por su parte, contenia
gran cantidad de fibra alimentaria y mantenia ciertas caracteristicas especificas
como el efecto prebidtico y la presencia de compuestos azufrados (Abid y col.,
2017).

Investigaciones mas recientes han demostrado la aplicacién de las capas
externas de la cebolla blanca y morada, junto con la raiz de remolacha en el sector
de la industria textil. En concreto, resultan de utilidad para la obtencion de
colorantes naturales como alternativa a la utilizacion de los colorantes sintéticos,
que han sido relacionados con diversos efectos toxicos o perjudiciales para la salud,
asi como con efectos ambientales contaminantes. Para este fin, es necesaria su
complementacién con mordientes como sulfato de hierro heptahidratado y limoén
para la cebolla blanca y sulfato de cobre pentahidratado y limén para la cebolla
morada, los cuales permiten obtener una fijacion del color homogénea tras el
lavado (Ruiz-Cano y col., 2014).

1.6.2.5. Importancia nutricional del subproducto de ajo
Dentro de los subproductos del ajo, los procedentes del bulbo y las pieles

son los mas comtinmente utilizados en la industria por lo beneficios nutricionales

que aporta (Figura 1.28), como se ha demostrado en numerosos estudios.
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Figura 1.28. Subproducto de ajo elaborado en el estudio.
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En lo que respecta a las propiedades funcionales, poseen compuestos
bioactivos de gran valor con marcada actividad antioxidante, es decir, contribuyen
al equilibrio oxidativo celular tanto por el incremento de la actividad antioxidante
de las enzimas intracelulares como por la proteccion del ADN frente a radiales
libres (Belloir y col., 2006), ademas de actuar como agente quelante de iones Cu?"y
de proteger a moléculas como el LDL de la oxidacion (Dillon y col., 2003).

El ajo ha sido empleado en el tratamiento de procesos infecciosos
provocados por distintos agentes patogenos. Tanto la alicina como distintos
extractos de ajo se muestran activos “in vitro” frente a un amplio espectro de
bacterias (Ross y col., 2001).

Dikasso y col., (2002) estudiaron la actividad antibacteriana de extractos
crudos de ajo contra bacterias causantes de la neumonia, observando que a
concentraciones de 7,8 mg/mL se inhibia el crecimiento de los cultivos de
estreptococos, mientras que el Klebsiella pneumoniae fue menos sensible,

necesitandose concentraciones de 24,38 mg/mL de extracto.
1.6.3. Utilizacion de subproductos
1.6.3.1. Aplicacién de subproductos en panaderia

En la industria panadera la complementacion nutritiva persigue dos
objetivos que responden a necesidades diferentes. En el caso de los paises en vias
de desarrollo se pretende combatir la desnutricion mediante la aportacion de
mayor valor proteico a los productos de panaderia, teniendo en cuenta que éstos
constituyen su principal fuente de alimento.

Por otro lado, en los paises desarrollados el objetivo se centra en la
busqueda de productos con valor afiadido que resulten atractivos al consumidor.
En este contexto, las ventajas de la utilizacién de los subproductos vegetales son
entre otras: contribucién a la disminucion de los niveles de contaminacion, su
rentabilidad econdémica y que amplia el abanico de alimentos destinados a

colectivos especiales como celiacos o vegetarianos.
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Hay estudios que utilizan harinas vegetales para elaborar productos de
panaderia y pasteleria. En un trabajo, se elaboraron grisines a partir de harina de
esparrago blanco, concluyendo en los andlisis que la concentracion maxima de
harina aceptable era del 20% debido a que la harina de esparrago presenta un ligero
amargor (Capriles y Aréas, 2014).

Otro estudio utilizo la okara (subproducto de la elaboracion de tofu o leche
de soja) para la fabricacion de galletas dulces, el cual contiene un 50% de fibra
dietética, un 25% de proteina y un 10% de lipidos y otros nutrientes. El resultado
fue la obtencién de un alimento saludable que ejercia un efecto preventivo sobre
enfermedades como la diabetes, la obesidad y la hiperlipidemia (Frankel y col.,
2013; Gornas, 2015).
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II - OBJETIVOS

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es mejorar las propiedades
organolépticas y nutricionales del puré de tomate y gazpacho procesandolos con
altas presiones hidrostaticas. Para la consecucion de este objetivo general, se

plantean los siguientes objetivos parciales:

1. Caracterizar cinéticamente las principales enzimas vegetales que alteran
la calidad en puré de tomate (POD, PME y PG), estudiando el efecto combinado de

altas presiones hidrostaticas con diferentes pH y temperaturas.

2. Realizar un estudio de vida ttil en puré de tomate y gazpacho procesados
con diferentes temperaturas y altas presiones hidrostaticas, aplicando las mejores
condiciones de inactivacion enzimatica obtenidas, para determinar la efectividad

del mismo.

3. Aprovechar integramente los subproductos generados en la produccion
del gazpacho, incorporandolos en la formulacion de una nueva receta comercial de

productos de panaderia.
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III - MATERIAL Y METODO

3.1. PLAN DE TRABAJO

Esta tesis doctoral se ha centrado en la aplicacion de tecnologias emergentes
del procesado de alimentos (HPP), actualmente disponibles en la industria, para
inactivar parcial o totalmente las enzimas implicadas en el deterioro de
purés/zumos y bebidas vegetales, a la vez de rebajar la carga microbiologica a
valores seguros y minimizar las pérdidas cualitativas de los parametros
organolépticos y nutricionales. Se escogio el puré de tomate debido a la elevada
actividad enzimatica y carga microbioldgica que poseen, y porque constituye la
base del gazpacho, una de las bebidas vegetales de mayor comercializacion en
Espana.

Al iniciar el estudio, se extrajeron y caracterizaron cinéticamente tres de las
principales enzimas implicadas en la degradacion de zumos y bebidas vegetales
(POD, PME y PG) en puré de tomate.

Una vez caracterizadas y obtenidas las condiciones Optimas para su
cuantificacién, se escogié POD como enzima modelo por su elevada actividad en
tomate frente a las dos anteriores y se realizaron incubaciones a distintas
temperaturas, combinaciones de temperaturas frente a pH, y combinaciones de
temperaturas/pH frente a ciclos de altas presiones hidrostaticas, obteniéndose las
mejores condiciones para su inactivacion en puré de tomate.

Posteriormente, se desarrollaron estudios de vida ttil en puré de tomate
aplicando las mejores condiciones de inactivacion enzimatica encontradas en los
estudios anteriores.

Seguidamente, tras seleccionar las mejores condiciones de tratamiento en el
estudio de vida de puré de tomate, se realiz6 otro estudio de vida util para
gazpacho.

Como resultado de las producciones del gazpacho se obtuvieron
subproductos que fueron analizados e incorporados en la formulacién de grisines.

En la Figura 3.1 se muestra el diagrama de flujo del plan de trabajo llevado

a cabo.
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Figura 3.1. Diagrama de flujo del plan de trabajo.
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3.2. FORMULACION Y ELABORACION DEL PURE DE TOMATE, GAZPACHO,
SUBPRODUCTO DEL GAZPACHO Y GRISINES A BASE DE LOS
SUBPRODUCTOS DEL GAZPACHO

Los tres ingredientes utilizados en esta tesis doctoral como materia prima,
puré de tomate, gazpacho y subproductos del gazpacho, fueron suministrados por
AMC INNOVA S.L. (Espinardo, Murcia).

3.2.1. Elaboracion del puré de tomate

Para la preparacion del puré de tomate, los tomates se seleccionaron,
pesaron (45 Kg) y lavaron en una lavadora de vegetales (FMA, 2010).
Seguidamente, se procedio al pelado y cortado de los tomates en una cortadora
URSCHEL® (GKA DICER, 2006). Posteriormente, se trituraron utilizando una
trituradora industrial (SAMMIC, 2008), e inmediatamente se tamizaron en un
tamiz con luz de malla de 1,6 mm (FMA, 2005), obteniendo finalmente el puré.

El puré obtenido tuvo 6,11 °Brix, pH 4,5 y una acidez de 0,65 g de acido
citrico/100 mL de muestra.

Una vez elaborado el puré, para realizar la caracterizacion cinética y los
estudios enzimaticos (mostrados en el Apartado 4.1) fue tratado con diferentes
tratamientos: TT 20-90 °C durante 5-30 min, respectivamente; TT 20-90 °C durante
5 min, y pH 2,5-4,5, respectivamente; pH 2,5-4,5, y HPP 400-600 MPa durante 3 min,
respectivamente; TT 20-90 °C durante 5 min y HPP 400-600 MPa durante 3 min,
respectivamente.

En el Apartado 4.2 el pH fue ajustado con zumo de limén a un valor de 3,8,
obteniéndose una acidez de 0,74 g de 4cido citrico/100 mL de muestra.

Para llevar a cabo el estudio de vida til en puré de tomate, comparando
entre diferentes combinaciones de HPP y temperaturas suaves frente a
pasteurizacion normal (Apartado 4.2) fue tratado con diferentes tratamientos: TT
90 °C durante 5 min; TT 70 °C durante 5 min y HPP 400 MPa durante 3 min; TT 65
°C durante 5 min y HPP 500 MPa durante 3 min; TT 60 °C durante 5 min y HPP
600 MPa durante 3 min (al control no se le aplico ningtin tratamiento) (Figura 3.2).

Concluidos los tratamientos, fue almacenado en botellas de plastico PET
1/cristal a - 80 °C (Apartado 4.1) y 4 °C (Apartado 4.2) hasta su posterior andlisis.
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Figura 3.2. Evolucién durante el almacenamiento de los envases con el puré de tomate (ajustado a
pH 3,8) tratado segiin los tratamientos empleados en el Apartado 4.2.

3.2.2. Formulacidn y elaboracion del gazpacho

Para la preparacion del gazpacho, los vegetales (tomate, pepino, pimiento
verde, cebolla, zumo de limdn y ajo) se seleccionaron y lavaron en una lavadora de
vegetales (FMA, 2010).

Seguidamente, se procedid al pelado y cortado de los vegetales en una
cortadora URSCHEL® (GKA DICER, 2006).

Posteriormente, los vegetales se trituraron utilizando una trituradora
industrial (SAMMIC, 2008) e inmediatamente se tamizaron en un tamiz con luz de
malla de 1,6 mm (FMA, 2005), obteniendo una mezcla homogénea.

A esta mezcla, se le afadi6 agua, sal y aceite de oliva virgen extra. El pH fue
ajustado con zumo de limén a un valor de 4.

La proporcion de cada ingrediente se indica en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Formulacion del gazpacho elaborado

en el estudio.

Ingredientes Cantidad
(g/ 100g)
Tomate 70,0+3
Pepino 15,0+ 3
Pimiento 10,0 +1
Cebolla 3,0+0,2

Z.limon 0,2+0,02
Ajo 1,0+0,1
AOVE 3,0+0,3
Sal 0,6+0,1

El gazpacho obtenido tuvo 5,5 °Brix, pH 4 y una acidez de 0,32 g de acido
citrico/100 mL de muestra.

Una vez elaborado el gazpacho, para llevar a cabo el estudio de vida 1til
comparando entre temperatura suave, HPP con temperatura suave vy
pasteurizacion convencional (Apartado 4.3) fue tratado con los siguientes
tratamientos: TT 90 °C durante 5 min; TT 60 °C durante 5 min; TT 60 °C durante 5
min y HPP 600 MPa durante 3 min (al control no se le aplico ningtin tratamiento)
(Figura 3.3).

Por tultimo, fue almacenado en botellas de plastico PET 1/cristal a

temperatura de refrigeracion (4 °C) hasta su posterior analisis.
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Al 0l

Figura 3.3. Evolucion durante el almacenamiento de los envases con el gazpacho (ajustado a pH 4)

tratado seguin los tratamientos empleados en el Apartado 4.3.
3.2.3. Elaboracién de los subproductos del gazpacho

Todos los subproductos obtenidos de la elaboracién del gazpacho (tomate,
pepino, pimiento, cebolla, limdn y ajo) se mezclaron originando el subproducto de
gazpacho (Figura 3.4).

Al ser un producto altamente perecedero y facilmente contaminable, se
proporciond en formato liquido parcialmente reconstituido con agua mineral 50:50
(v/v); se traté con un TT 110 °C durante 3 min y se dispuso en envases asépticos de
2 Kg para su incorporacion en la receta de grisines, asi como, la realizacion de los
analisis.
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Subp. gazpacho

'~

Subp. pepino

Figura 3.4. Subproducto del gazpacho elaborado en el estudio, y subproductos constituyentes del

mismo.

3.2.4. Formulacion y elaboracion de grisines a base de los subproductos del
gazpacho

Para la obtencion de los grisines se utilizé el subproducto del gazpacho
estéril en formato liquido, parcialmente reconstituido con agua mineral 50:50 (v/v).
Para elaborar los grisines se siguieron las recomendaciones establecidas en
las Buenas Practicas de Fabricacién. De esta manera, una vez establecido el

protocolo de la elaboracion se elaboraron 3 recetas diferentes.
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Una de ellas fue la receta del grisin normal, mientras que las otras dos
(sefialadas a partir de ahora en el trabajo como prototipo 1 y 2) se correspondieron
con formulaciones en las que se incorporaba el subproducto del gazpacho en
diferentes cantidades (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Formulacién de los tres modelos de grisines elaborados en el

presente estudio.

Ingredientes Grisin Grisin Grisin
normal prototipo 1 prototipo 2
(8 (8) (8)
Harina floja 78,0+3 78,03 44,0+ 3
Harina fuerte 78,0+3 78,0+3 440+3
Agua mineral 86,0 +1 41,70+ 1 -
Levadura 3,50+0,2 3,50+0,2 3,50+0,2
Sal 4,0+0,2 4,0+0,2 4,0+0,2
AOVE 10,0+ 1 10,0+1 10,0 +1
Subp. - 80,02 67,92 £ 2
gazpacho

Para sustituir la cantidad de agua de la formulacién normal del grisin por
subproducto del gazpacho, fue necesario estimar el contenido en seco del
subproducto. Se realizd separando la parte sdlida de la liquida mediante
centrifugacion (4.000 rpm durante 10 min), determinando que la muestra
presentaba un 55,7% de agua.

Tras esto, se establecié que el grisin prototipo 1 incorporara 80 g del
subproducto del gazpacho (con 44,3 g agua de gazpacho), rectificando hasta los 86
g necesarios, con 41,7 g de agua mineral.

Por su parte, para el prototipo 2 se tuvo en cuenta la cantidad de agua y de
solido del subproducto de gazpacho. Es decir, que toda el agua que tuviese la receta
la incorporara el subproducto del gazpacho; por lo que, se incorporaron 155,3 g de
subproducto. Y se rectificd la cantidad de las harinas para mantener la misma
relacion de sélido/liquido de la receta.

Tras pesar los ingredientes, se procedié a su mezclado y amasado;

resultando que a la masa del prototipo 1 le faltaba harina, puesto que al trabajarla
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estaba pegajosa; y que, la receta del prototipo 2 o podia formar una masa
consistente al sobrarle mucho liquido, lo que determiné disminuir la cantidad de
subproducto de gazpacho de la receta del prototipo 2 a 67,92 g.

El proceso de elaboracion de los tres tipos de grisines desarrollados en el
estudio se llevd a cabo de la siguiente manera: en primer lugar, se procedio al
pesado y mezclado de los ingredientes (para el mezclado se afnadieron todos los
liquidos menos el agua que se hizo a la mitad; y en ultimo lugar se anadio la sal.
De esta manera, se unieron los dos tipos de harinas, con el aceite de oliva virgen
extra, la levadura y la mitad del agua. Este caso fue para la elaboracién del grisin
normal.

Para el grisin prototipo 1, se afiadio el agua y la mitad del subproducto del
gazpacho.

Y para el grisin prototipo 2, se afiadid solo la mitad del subproducto del
gazpacho.

A continuacion, se amasé la masa del grisin, primero con dos dedos, y
después con toda la mano. Se dej6 reposar 3 min la masa y se boleo.

Seguidamente, se dejo reposar 15 min (tiempo en el que aumentd el
volumen), y se extendié con un rodillo, hasta que alcanzé un grosor aproximado
de 0,5 cm.

Una vez que alcanzo el grosor, la masa fue cortada en forma de bastones
con ayuda de un cuchillo y una regla, con las medidas aproximadas de 1,5 cm x 23
cm.

Para las cantidades establecidas en la receta final se obtuvieron unos 15
grisines de unos 22 cm de largo cada uno, en las masas de grisin normal y prototipo
1, con un peso medio de 13,61 g 15,83 g, respectivamente; y 12 grisines para el
prototipo 2 con un peso medio de 14,52 g (Figura 3.5).

Finalizada esta parte, se hornearon los bastones a 180 °C durante 30 min.
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Figura 3.5. Grisines elabomdos en el estudio.

3.3. APLICACION DE TRATAMIENTOS TERMICOS Y ALTAS PRESIONES
HIDROSTATICAS

3.3.1. Tratamientos térmicos

Se establecieron diversos tratamientos térmicos para los Apartados 4.1, 4.2
y 4.3. Las muestras del puré de tomate y gazpacho fueron incubadas en un
pasteurizador industrial EQS BR26-PUT-4000L y controladas con un termémetro
digital Silcook Pincha Carne T-50-300 (garantizando la estabilidad de la
temperatura), durante el tiempo y la temperatura que se consideraron oportunos
en cada estudio.

Figura 3.6. Pasteurizador industrial EQS BR26-PUT-4000L.
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3.3.2. Altas presiones hidrostaticas

El tratamiento por HPP consistio en la pascalizacion a una temperatura
inicial de 4 °C, temperatura de trabajo viable desde el punto de vista industrial,
puesto que evita el sobrecalentamiento del puré de tomate/gazpacho durante el
tratamiento. Se utilizé un equipo industrial Hiperbaric (Hiperbaric 135, Burgos,
Espana). Los principales parametros del sistema de HPP fueron: rendimiento 760
kg/h, capacidad de los buques 135 L, didmetro del interior de los buques 300 mm y
potencia 227 KW. La medicién de la presion se hizo con un transductor de presion
IS-20H (Wika, Lawrenceville, EE.UU.) capaz de medir presiones de 0 a 600 MPa.
La temperatura inicial del agua situada en la entrada del buque fue medida por un
sensor de temperatura Pt100 (IFM electronico, El Prat de Llobregat, Espana).

Se ensayaron tres condiciones diferentes de pascalizacion (400, 500 y 600
MPa) para los Apartados 4.1 (parcialmente) y 4.2, y una condicion de pascalizacion
(600 MPa) para el Apartado 4.3.

Para cada presion el tiempo de retencion fue 3 min y el tiempo total de
procesamiento fue de 5 min y 8 s. Con tales parametros el aumento de la
temperatura estuvo por debajo de 3 °C por cada incremento de 100 MPa, lo que

indica que la temperatura de la muestra estuvo por debajo de 25 °C a 600 MPa.

(

Figura 3.7. Equipo industrial Hiperbaric (Hiperbaric 135, Burgos, Espafia).

(www.hiperbaric.com/es/aplicaciones).
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3.4. ANALISIS ENZIMATICO

Para estudiar el efecto de los tratamientos térmicos y no térmicos en tres de
las principales enzimas (POD, PME y PG) implicadas en la degradacion de zumos
y bebidas vegetales, se realizaron extracciones y caracterizaciones en puré de
tomate y gazpacho, asi como estudios de inactivacion térmica, por pH y por HPP
en puré de tomate para elegir las mejores condiciones de inhibicion a utilizar en los

estudios de vida tutil en puré de tomate (Apartado 4.2) y gazpacho (Apartado 4.3).
3.4.1. Actividad peroxidasa
3.4.1.1. Extraccidn de peroxidasa

Una alicuota con 50 mL de puré de tomate o gazpacho se homogeneizo en
un Ultra Turrax (Ika, Staufen, Germany) durante 7 min. El homogenizado, se
centrifugd a 5.000 rpm durante 30 min a 4 °C. Posteriormente, se extrajo el
sobrenadante y se filtr a través de una jeringa con filtro Minisart SRP2 0,2 pum,

obteniéndose el extracto enzimatico, que se almacené a — 80 °C.
3.4.1.2. Medicion de la actividad peroxidasa

POD fue determinada espectrofotométricamente en un espectrofotémetro
Shimadzu modelo UV-1063, usando como sustrato ABTS** [acido 2,2 azinobis (3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfénico], a 414 nm (es14= 31,1 M'cm™) (Rodriguez-Lépez y
col., 2000). Una unidad enzimatica es la cantidad de enzima que produce 1 pmol
del radical ABTS** por minuto. El medio de reaccion estandar contenia (a 25 °C) en
tampon acetato de sodio 100 mM, pH 3,5, 3 mM de ABTS**, 10 mM de H20:y 20

uL del extracto enzimatico crudo, en un volumen final de 1 mL.
3.4.1.3. pH optimo de peroxidasa
El pH 6ptimo se determind midiendo la actividad POD en un medio de

reaccion estandar, que contenia tampdn acetato sédico 100 mM (pH 3-5), tampon
fosfato sodico 100 mM (pH 6-7,5) y tampon borato sédico 100 mM (pH 8-9).
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3.4.1.4. Caracterizacion cinética de peroxidasa

Para determinar los pardmetros cinéticos (Km y Vm) se estudio el efecto de
la concentracion de ABTS* y H:0O: en la actividad POD en puré de tomate. Se
estudio el efecto de la concentracion de ABTS**, aumentando de 0 a 5 mM en el
medio de reaccion estandar y manteniendo fija a 2 mM la [H20z]. También se
estudid el efecto de la [H202] en la actividad POD, por ello su concentracion
aument6 de 0 a 60 mM en el medio de reaccion estandar, y se mantuvo una
concentracion fija de ABTS* (3 mM).

3.4.1.5. Estabilidad térmica de peroxidasa

La estabilidad enzimatica de POD fue determinada a diferentes
temperaturas y tiempos de incubacion incubando alicuotas de 100 mL de puré de
tomate en un pasteurizador industrial EQS BR26-PUT-4000L, a diferentes
temperaturas (20, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 y 90 °C) y a distintos tiempos (5, 10, 15,
20, 25 y 30 min). Después de calentar, las muestras se enfriaron en un bafio de hielo

y la actividad enzimatica de POD se determind en las condiciones 6ptimas.

3.4.1.6. Efectos del pH y temperatura sobre la actividad peroxidasa

La actividad enzimatica de POD a diferentes pH y temperaturas se
determind ajustando alicuotas de 100 mL de puré de tomate a valores de pH 2,5, 3,
3,5, 4y 4,5 (cada valor fue ajustado con 4cido citrico). Posteriormente, cada una de
estas alicuotas ajustadas a los distintos pH, se incubaron a temperaturas de 20, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70 y 90 °C durante 5 min en un pasteurizador industrial EQS BR26-
PUT-4000L. Las muestras se enfriaron en un bafio de hielo y la actividad POD se

determind en las condiciones 6ptimas.

3.4.1.7. Efectos del pH/temperatura y las altas presiones hidrostiticas sobre la actividad

peroxidasa

La actividad enzimatica de POD se determino incubando alicuotas de 100
mL de puré de tomate, a valores de temperatura de 20, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 y 90
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°C durante 5 min en un pasteurizador industrial EQS BR26-PUT-4000L.
Posteriormente, cada una de estas alicuotas tratadas a distintas temperaturas se
presurizaron con diferentes presiones 400 MPa, 500 MPa y 600 MPa (3 min) durante
1 y 3 ciclos en un presurizador industrial Hiperbaric (Hiperbaric 135, Burgos,
Espanfa). Tras los tratamientos las muestras se almacenaron a - 80 °C hasta su
posterior andlisis.

De igual modo, se realiz6 otro estudio para POD ajustando alicuotas de 100
mL de puré de tomate a valores de pH 2,5, 3, 3,5, 4 y 4,5 (cada valor fue ajustado
con acido citrico). Posteriormente, cada una de estas alicuotas ajustadas a distintos
pH se presurizaron con diferentes presiones 400 MPa, 500 MPa y 600 MPa (3 min)
durante 1 y 3 ciclos en un presurizador industrial Hiperbaric (Hiperbaric 135,
Burgos, Espana). Tras los tratamientos las muestras se almacenaron a - 80 °C hasta

su posterior analisis.

3.4.2. Actividad pectinmetilesterasa

3.4.2.1. Extraccion de pectinmetilesterasa

PME fue extraida usando el método descrito por Hagerman y Austin (1986)
con algunas modificaciones. Una alicuota de 10 mL de puré de tomate se
homogeneizd en un Ultra Turrax (Ika, Staufen, Germany) durante 7 min. Este
homogenado, fue ajustado a pH 7 con NaOH 0,5 N. Posteriormente, se adiciond y
mezcld con NaCl hasta una concentracién final de 0,5 M. La mezcla resultante, fue
centrifugada a 5.000 rpm durante 30 min a 4 °C, desechandose el precipitado. El
sobrenadante se ajusté a pH 4,2 con HCI 0,5 N, y se filtr6 a través de una jeringa
con filtro Minisart SRP2 0,2 pum, obteniéndose el extracto enzimatico, que se

almacend a — 80 °C.

3.4.2.2. Medicion de la actividad pectinmetilesterasa

PME fue determinada espectrofotométricamente, en un espectrofotometro
Shimadzu modelo UV-1063, usando como sustrato pectina citrica, a 620 nm (&e0=
0,25 M'em™) (Hagerman y Austin, 1986). El ensayo se realizo con todos los
reactivos al mismo pH para garantizar la reproducibilidad en los cambios de color.
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Sin embargo, los tampones interfieren con la medicion de la produccion de
acido, por lo que todos los reactivos deben ser preparados en soluciones muy
débilmente tamponadas. El medio de reaccion estandar contenia (25 °C) tampon
fosfato potasico 3 mM pH 7,5, 300 uL de pectina citrica al 1% (p/v) (conteniendo
0,0005 mM de NaCl), 70 pL azul de bromotimol al 0,01% (p/v) y 20 uL del extracto

enzimatico en un volumen final de 1 mL.

3.4.2.3. pH optimo de pectinmetilesterasa

El pH 6ptimo se determind midiendo la actividad PME en un medio de
reaccion estandar, que contenia tampon acetato sédico 100 mM (pH 3-5), tampdn
fosfato sdédico 100 mM (pH 6-7,5) y tampdn borato sddico 100 mM (pH 8-9).

3.4.2.4. Caracterizacion cinética de pectinmetilesterasa

Para determinar los pardmetros cinéticos (Km y Vm), se estudio el efecto de
la concentracion de la pectina citrica. Para determinar el efecto de la concentracion,

la pectina aumentd de 0 a 40 mM en el medio de reaccion estandar.

3.4.2.5. Estabilidad térmica de pectinmetilesterasa

La estabilidad enzimatica de PME a diferentes temperaturas y tiempos de
incubacion se determind incubando alicuotas de 100 mL de puré de tomate en un
pasteurizador industrial EQS BR26-PUT-4000L, a diferentes temperaturas (20, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70 y 90 °C) y a distintos tiempos (5, 10, 15, 20, 25 y 30 min). Después
de calentar, las muestras se enfriaron en un bafio de hielo y la actividad enzimatica

de PME se determind en las condiciones dptimas.
3.4.2.6. Efectos del pH y temperatura sobre la actividad pectinmetilesterasa
La actividad enzimatica de PME a diferentes pH y temperaturas se

determind ajustando alicuotas de 100 mL de puré de tomate a valores de pH de 3,5,
4y4,5.
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Posteriormente, cada una de estas alicuotas ajustadas a distintos pH, se
incubaron con temperaturas de 20, 50, 60, 70 y 90 °C durante 5 min en un
pasteurizador industrial EQS BR26-PUT-4000L. Las muestras se enfriaron en un
bafio de hielo y la actividad enzimatica de PME se determino en las condiciones

optimas.
3.4.3. Actividad poligalacturonasa
3.4.3.1. Extraccion de poligalacturonasa

PG fue extraida usando el método descrito por Gross (1982) con algunas
modificaciones. Una alicuota de 10 mL de puré de tomate se transfirié a un tubo
eppendorf de 15 mL y se centrifugo a 5.000 rpm durante 30 min. El sobrenadante
se decantd y fue reemplazado por agua destilada. La mezcla anterior se ajust6 a pH
3 con HC1 0,1 M. A continuacién, la muestra se volvié a centrifugar a 5.000 rpm
durante 30 min. El sobrenadante se decanto, se anadio al precipitado 1,2 M de NaCl
(1:1) y se incub6 durante 1 h a 4 °C. Transcurrido el tiempo, se centrifugo6 a 5.000
rpm durante 30 min y se obtuvo el sobrenadante obteniendo el extracto enzimatico,

que se almacend a - 80 °C.

3.4.3.2. Medicion de la actividad poligalacturonasa

PG fue determinada espectrofotométricamente, en un espectrofotémetro
Shimadzu modelo UV-1063, usando como sustrato acido poligalacturonico, a 276
nm (e276= 0,99 M"cm!) (Gross, 1982). En el medio de reaccidon se mezcl6 45 uL del
extracto enzimatico crudo con 110 pL de 4cido poligalacturdnico al 0,2% (p/v) y se
incubd en un pasteurizador industrial EQS BR26-PUT-4000L a 40 °C durante 10
min.

Transcurrido el tiempo, para detener la reaccion se anadio al medio de
reaccion 700 puL de tampdn de borato 0,1 M, pH 9 y 145 pL de cianoacetamida al
1%, y se hirvié durante 10 min. Por altimo, las muestras se enfriaron en un bafio de

hielo y la actividad enzimatica de PG se determiné en las condiciones dptimas.
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3.4.3.3. Caracterizacion cinética de poligalacturonasa

Para determinar los parametros cinéticos (Km y Vm), se estudio el efecto de
la concentraciéon del acido galacturonico. Para determinar el efecto de la
concentracion, el acido galacturénico aumentd de 0 a 0,73 mM en el medio de

reaccion estandar.
3.5. ANALISIS FISICO-QUIMICO

Con el fin de evaluar la calidad organoléptica, se determinaron los
principales parametros fisico-quimicos que habitualmente son utilizados en la
industria agroalimentaria en las muestras de puré de tomate (Apartado 4.2),
gazpacho (Apartado 4.3) y subproductos (Apartado 4.4), utilizando la metodologia
descrita en la literatura y por la AOAC (Association of Analytical Communities).

3.5.1. pH

En la medicién del pH de puré de tomate, gazpacho o subproductos se
utilizé6 un pHmetro Crison modelo GLP21 (Crison, Barcelona, Spain) que fue
calibrado previamente con solucién tampdn code 9463 (pH 4,01) y code 9464 (pH
7,00).

3.5.2. Solidos solubles totales

Para la determinacion del contenido en sdlidos solubles totales de puré de
tomate o gazpacho fue utilizado un refractémetro (Atago, EEUU) de rango 0-32
°Brix (g sacarosa/100 mL) (método 932.14, AOAC, 1990).

3.5.3. Acidos titratables totales (acidez)

En la determinacion de la acidez se pesaron 10 g de puré de tomate o
gazpacho. El volumen se valord potenciométricamente (pHmetro Crison modelo
GLP21) con NaOH 0,1 M hasta alcanzar un pH de 8,10. El resultado se expresd

como g acido citrico/100 mL a través de la fdrmula: g acido citrico = peso del acido
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citrico (equivalentes) x N NaOH x mL gastados/mL muestra x 100 (método 924.15,
AOAC, 1990).

3.5.4. Contenido en pulpa

Para la determinacion del contenido en pulpa, en tubos conicos graduados
de 10 mL se afadio el puré de tomate o gazpacho y se centrifugaron (Controltecnica
gyrocen 416) a 15.000 rpm durante 10 min, tras la centrifugacion se cuantificd

visualmente el % en pulpa.

3.5.5. Parametros de color

La medicidn del color, coordenadas CIELab, (L* a* y b*), se realizé en un
colorimetro Hunterlab Colorflex® (Hunterlab, Reston, Virginia, U.S.A).

El pardmetro L* indica luminosidad y los parametros a* y b* son las
coordenadas de cromaticidad, verde-rojo y azul-amarillo, respectivamente.

L* es una medida aproximada de luminosidad, siendo la propiedad segtin
la cual cada color se puede considerar como equivalente a un miembro de la escala
de grises, entre negro y blanco, tomando valores dentro del rango 0 (negro) - 100
(blanco).

El parametro a* toma valores positivos para el color rojo y negativos para el
color verde, mientras que b* toma valores positivos para el color amarillo y
negativos para el color azul (Pérez-Lépez y col., 2007).

El valor AE representa la correlacion espacial de los valores a*, b* y L* en la
esfera CIELab expresada como AE = [(AL *)? + (Aa *)2+ (Ab *)?]"2 (McGuire, 1992).
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Figura 3.8. Espacio de color CIELAB. Hunterlab Colorflex® (Hunterlab, Reston, Virginia,

U.S.A).

3.5.6. Azucares mayoritarios (glucosa, fructosa y sacarosa)

Para la determinacion del contenido en los azticares mayoritarios, se utilizo
el método descrito por Mateos-Aparicio y col., (2010) con ligeras modificaciones.
Primeramente, se llevd a cabo una etapa preanalitica donde 10 mL de puré de
tomate o gazpacho fueron diluidos con agua ultrapura y se centrifugaron a 7.500
rpm durante 15 min. El sobrenadante se purificé pasandolo por un cartucho de SPE
Strata-X 33 um (Phenomenex, Torrance, EE.UU.) previamente activado con
metanol. La determinacién analitica se llevd a cabo en un HPLC Agilent 1100
acoplado a un detector de indice de refracciéon con una columna cromatografica
Rezex RPM-Monosaccharide Pb*? de 8 um (300 x 7,8 mm) (Phenomenex). Se le
aplicé un volumen de inyeccion de 5 uL y la temperatura del horno se fijo en 87 °C.
La separacion cromatografica se llevd a cabo en modo isocratico con agua ultrapura
como fase movil a un flujo de 0,5 mL/min. Los azucares identificados fueron
glucosa, fructosa y sacarosa.

Aunque no se incluyen en los resultados, también se identificaron algunos

azucares minoritarios como la maltosa, isomaltosa y sorbitol (Anexos 1-6).

3.5.7. Nivel de vitamina C

Para la determinacién del contenido en vitamina C se utilizd el método

descrito por Romero-Rodriguez y col., (1992) con ligeras modificaciones. Tras pesar
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10 g de puré de tomate, gazpacho o subproductos, fueron mezclados con 50 mL de
agua desionizada. Seguidamente, la mezcla se homogeneizé en un Ultra Turrax
(Ika, Staufen, Germany) durante 7 min. El homogenado resultante se peso6 (5 g) y
se mezcld con 25 mL de la solucién extractante (metafosforico al 0,5%).
Posteriormente, la mezcla se agitd6 en oscuridad durante 15 min y se filtrd
obteniendo la solucién final. Se determino el contenido en vitamina C mediante
HPLC (Merck- Hitachi, Darmstad, Germany) usando una columna C-18 de fase
reversa LiChrospher 100 RP-18 LichroCART 205-4 HPLC-Cartridge con un tamario
de particula de 5 pum. Las muestras fueron medidas a 245 nm, utilizando un
detector de diodos Shimadzu SPD-M6A UV (Shimadzu, Kyoto, Japan). La fase
movil estaba compuesta por: agua/metanol/tampdn acetato/dimetilhexilamina en
una proporcion 94,5/4/1,5/0,15 (v/v/v/v). Los resultados fueron expresados en

mg/100 g.

3.5.8. Determinacion de compuestos fendlicos totales

La determinacion del contenido en compuestos fendlicos totales fue
mediante el método de Folin-Ciocalteau, en presencia de Na:COs (Kidron, Harel y
Mayer, 1978). Las medidas se realizaron afiadiendo a 40 uL de puré de tomate o
gazpacho, 500 pL de reactivo Folin-Ciocalteau, 2 mL de Na2COs al 20% (p/v) y agua
destilada hasta enrasar a un volumen final de 10 mL. Tras incubar 1 h a 25 °C, la
absorbancia fue determinada a 765 nm en un espectrofotometro Shimadzu modelo
UV-1063, frente a un blanco que contenia los anteriores reactivos sin la muestra

(sustituida por agua). Los resultados fueron expresados en g/L.

3.5.9. Determinacion de la capacidad antioxidante

El ensayo ORAC-fluoresceina se determind por la metodologia descrita por
Lucas-Abellan y col., (2008). En cada pocillo de la microplaca se afiadieron: 20 uL
de puré de tomate o gazpacho, 100 uL de fluoresceina, 50 pL de tampodn fosfato 75
mM a pH 7,4y 20 uL de ADPH. En el caso de los controles, el volumen de muestra
se sustituyd por tampdn fosfato 75 mM a pH 7,4. La fluorescencia se registrd cada
60 segundos a 37 °C, usando un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS55 con una
multicelda termostatizada. Las lecturas fueron medidas con una A de excitacion de
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493 nm y una A de emision de 515 nm. El valor ORAC se calculd utilizando la
Siguiente ecuacion: ORAC = (AUCmueStra - AUCblanco) x F x [TTOIOX]/(AUCtrolox -
AUChinco), donde AUC es el area bajo la curva y F es el factor de dilucion de los

extractos. Los resultados fueron expresados en mM Trolox/L.

3.6. ANALISIS MICROBIOLOGICO

Con el fin de evaluar la seguridad microbioldgica se determinaron los
principales grupos microbianos alterantes y patogénicos en las muestras de puré
de tomate, gazpacho, subproductos y grisines utilizando la normativa ISO
(International Standarization Organization) e IFU (International Fruit and

Vegetable Juice Association).

3.6.1. Mohos y levaduras

Se sembraron alicuotas de 1 mL de la solucion utilizada para el recuento de
colonias aerdbicas en cada una de las 3 placas Petri analizadas, disolviéndose en 20
mL de Agar Saboraud modificado (Merck 1.07315), cuya preparacion fue realizada
siguiendo las instrucciones del fabricante. Cuando se solidificé el medio, las placas
se incubaron a 25 °C durante 5 dias. Al concluir el tiempo de incubacién se realizd
el recuento de colonias. Los resultados se expresaron en Log UFC/mL o Log UFC/g.
Se realiz el andlisis estadistico tras analizar cada muestra por triplicado (ISO
21527:2008).

3.6.2. Bacterias acidofilas

Se sembraron alicuotas de 1 mL de la solucion utilizada para el recuento de
bacterias acidofilas en cada una de las 3 placas Petri analizadas, disolviéndose en
25 mL de orange serum agar médium (OSA) (Merck 1.10673) a pH 5,5, cuya
preparacion se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante. Cuando el medio
solidifico, las placas se incubaron a 30 °C durante 3 dias. Al concluir el tiempo de
incubacion se realizo el recuento de colonias. Los resultados se expresaron en Log
UFC/mL. Se realiz6 el analisis estadistico tras analizar cada muestra por triplicado
(IFU N92, 1996).
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3.6.3. Coliformes totales

Se sembraron alicuotas de 1 mL de la solucion utilizada para el recuento de
colonias aerdbicas en cada una de las 3 placas Petri analizadas, disolviéndose en 10
mL de Violet Red Bile Agar Lactose (VRBA-L) (Merck 1.01406), preparado segin
las instrucciones del fabricante. Cuando el medio solidifico, se afiadi6é una segunda
capa de la solucion VRBA-L (10 mL), y las placas se incubaron a 37 °C durante 48
h. Al concluir el tiempo de incubacion se realizé el recuento de colonias. Los
resultados se expresaron en Log UFC/mL o Log UFC/g. Se realiz6 el andlisis

estadistico tras analizar cada muestra por triplicado (ISO 4831:2006).
3.6.4. E. coli

Se sembraron alicuotas de 1 mL de la solucion utilizada para el recuento de
aerobios mesdfilos en cada una de las 3 placas Petri analizadas, disolviéndose en
20 mL de Agar Chromocult® (Merck 1.07043) cuya preparacion se realizd
siguiendo las instrucciones del fabricante. Cuando el medio solidificd, las placas se
incubaron a 37 °C durante 24 h. Al concluir el tiempo de incubacién se realizo el
recuento de colonias. Los resultados se expresaron en Log UFC/mL o Log UFC/g.
Se realiz el andlisis estadistico tras analizar cada muestra por triplicado (ISO
7251:2005).

3.6.5. Salmonella spp. y Listeria monocytogenes

Salmonella spp. y L. monocytogenes se estudiaron diluyendo 10 mL de
subproductos o grisines en 250 mL de Brain Heart Infusion (BHI) (BD Becton,
Dickinson and Company, New Jersey, USA) e incubando a 37 °C durante 48 h (ISO
21528:2004). Para Salmonella spp., las muestras se incubaron en Rappaport Vasiliadis
(RV) (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) a 41 °C durante 48 h.
Posteriormente se sembraron en CHROMagar™ Salmonella plus (Sharlab
Sentmenat, Barcelona, Espafia) (ISO 6579:2002) y se confirmaron mediante la
reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (HLY gene). En el caso de L.
monocytogenes se utilizo el medio selectivo Listeria Chromogenic Agar Base (LCAB)
(ISO 11290:1996) y se confirm¢é mediante la reaccion en cadena de polimerasa (HYL
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gene). Se determind la presencia (+) o ausencia (-) en 25 g.
3.6.6. Mesofilos aerobios totales

Se diluyeron 10 mL de puré de tomate o gazpacho en 90 mL de agua de
peptona (Merck 1.07043.1000) preparada al 0,1% (p/v). A partir de esta solucion
inicial se afadieron alicuotas de 1 mL de la solucién anterior en cada una de las 3
placas Petri analizadas. Posteriormente, se afiadieron 20 mL de Agar (Merck
1.05463) cuya preparacion fue siguiendo las instrucciones del fabricante. Cuando
el medio solidifico, las placas se incubaron a 30 °C durante 72 h. Al concluir el
tiempo de incubacidon se realizd el recuento de colonias. Los resultados se
expresaron en Log UFC/mL. Se realizd el anadlisis estadistico tras analizar cada
muestra por triplicado (ISO 4833:2013).

3.7. ANALISIS SENSORIAL

El andlisis sensorial de las muestras fue realizado a través de un test
cuantitativo con la colaboracion de 12 panelistas expertos suministrados por AMC
S.A. (Murcia, Espafia). Se usé una escala (de 0 a 10) donde 0 significd descontento
total del panelista y 10 significé aceptacion total del panelista.

Los atributos evaluados en el panel de cata para el pure de tomate y
gazpacho fueron: sabor, aroma, aspecto visual, textura y valoracion global.

Los atributos evaluados en el panel de cata para los grisnes fueron: sabor
salado, color, textura, apariencia y valoracion global.

Los panelistas disponian de agua para limpiar el paladar entre muestras.
Los resultados se expresaron como la media de todas las puntuaciones (ISO
8586:2012).

Los formularios empleados para la realizacion de las catas se muestran en

la Figura 3.9.
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Nombre: Fecha: Nombre: Fecha:
Producto: Ne lote: Producto: Ne lote:

Valorar del 0 al 10 donde: Valorar del 0 al 10 donde:

0. Muy malo 0. Muy malo

10. Excelente 10. Excelente

SABOR
COLOR AROMA TEXTURA SALADO COLOR TEXTURA
SABOR GLOBAL APARIENCIA GLOBAL

O

Comentarios: Comentarios:

Figura 3.9. Formulario para la evaluacion sensorial del puré de tomate y gazpacho (imagen

izquierda), y grisines (imagen derecha).

A los panelistas expertos se les indico que describieran brevemente segin
su criterio los mejores y peores atributos, asi como los mds representativos.
Ademas, se hizo hincapié en que detectaran dentro de los atributos sabor y aroma

connotaciones sensoriales a fruta cocida (en caso de que existieran).
3.7.1. Analisis instrumental de la textura en los grisines
La determinacidon de la textura en los grisines se llevd a cabo con un

texturometro Brookfield Engineering Laboratories, Inc., utilizando la sonda TA-

PSFS-C con las caracteristicas del método de test.

Método Test

Tipo de Test: Ruptura Tpo. 0Os
Recuperacion:
Correccion 306,00 N Mismo activador: Falso
Esperart.: 0 s Velocidad Pretest: 2,00 mmis
Carga Activacion: 0,04 N Fr. Muestreo: 20,00 points/sec
Vel. Test: 1,00 mmis Sonda: NONE
Velocidad Vuelta: 2,0 mm/s Elemento: TA-PFS-C
Contador ciclos: 1,0 Celda Carga: 50000g

Figura 3.10. Sonda TA-PSFS-C utilizada para al andlisis de los grisines (imagen izquierda).

Meétodo test utilizado en el texturometro (imagen derecha).



CAPITULO III: MATERIAL Y METODO 119

3.8. ANALISIS NUTRICIONAL

Con el fin de evaluar la calidad nutricional se determinaron los principales
parametros nutricionales en las muestras de subproductos y grisines (Apartado
4.4) utilizando la normativa del BOE (Boletin Oficial del Estado) y AOAC

(Association of Analytical Communities).

3.8.1. Humedad

Para determinar el % de humedad fue utilizado un analizador halégeno
utilizando el principio termo-gravimétrico. Este método se basa en la pérdida de
peso que experimenta un cuerpo cuando se le aplica energia calorifica. El
dispositivo contiene una balanza de precision integrada que mide continuamente
el peso. Fueron pesados 5 g de subproductos en un porta-muestras y se
introdujeron en el equipo, secindose mediante un radiador halégeno hasta que el
peso se estabilizd. El resultado fue expresado en % (método 934.06, AOAC, 2000).

3.8.2. Grasa

Para determinar el contenido de grasa se utilizé el método gravimétrico. Se
pesaron 30 g de subproductos o grisines que fueron mezclados en un matraz
Erlenmeyer con 75 mL de agua desmineralizada y 65 mL de acido clorhidrico
concentrado grado técnico. La mezcla anterior fue sometida a hidrélisis mediante
calentamiento. Cuando finalizd, se retiraron las muestras de la cocineta y de la
Sorbona, y se filtraron con papel de filtro. Una vez retenida la muestra en el papel
de filtro, se lavo para eliminar el dcido clorhidrico. Concluido el lavado, la muestra
se coloco en la estufa a 125 °C durante 25 min. Una vez seco el papel de filtro fue
introducido en los capuchones de celulosa. Se encendi¢ el extractor de grasa y se
adhiri6 a las columnas de extraccion los capuchones con las muestras. Cada vaso
fue expuesto a hexano. Los vasos se colocaron debajo de las columnas de extraccion
y fueron fijados en el lugar correspondiente cerrando manualmente el equipo.
Después de colocar las columnas de extraccion en la posicion de inmersion, se

hirvieron durante 25 min. Tras esto, se levantaron los capuchones y fueron lavados
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durante 35 min. Transcurrido el tiempo, se cerraron las llaves de las columnas de
extraccion para destilar todo el solvente de los vasos con muestra y recuperar el
hexano. A continuacion, se introdujeron los vasos de extraccion en la estufa a 125
°C durante 25 min. Por altimo, los vasos con la grasa fueron introducidos en el
desecador y se enfriaron a 20 °C, tomando el peso del vaso con grasa. El calculo de
grasa se realizo mediante la siguiente férmula: grasa = ((vaso + grasa) - vaso vacio)
x 100/g muestra. El resultado fue expresado en g/100 g (método 2003.06, AOAC,
2003).

3.8.3. Carbohidratos

Para el calculo de los carbohidratos, una vez calculados los valores de
humedad, grasa, proteinas, fibra y cenizas, se aplico la siguiente foérmula:
carbohidratos = (100 - (humedad + lipidos + proteinas + fibra + cenizas)). El
resultado fue expresado en g/100 g (RD. 930/92, de 17-07, BOE 5-08-92).

3.8.4. Proteinas

Para determinar el contenido de proteinas se utilizé el método Kjeldahl,
para lo cual, 2 g de subproductos o grisines fueron mezclados (matraz de digestion
Kjeldahl) con 1 g de catalizador y 15 mL de H25S0s concentrado. La mezcla anterior
fue calentada levemente al principio y bruscamente a partir de los 15 min hasta que
quedo transparente. Una vez enfriada, se afladi6 agua desionizada hasta enrasar a
100 mL. Al matraz colocado en el destilador le fueron anadidos 50 mL de hidroxido
sddico al 30%, destilando la mezcla anterior hasta obtener 250 mL de destilado, y
posteriormente se le aftadié 30 mL de acido bérico al 2% con un 1% de indicador, y
se enrasO a 100 mL con agua desionizada. Cuando el volumen en el Erlenmeyer
alcanz6 200 mL finaliz6 la destilacion. Por altimo, se procedid a la valoracion de la
muestra con HCl 0,05 N. El calculo de proteinas se realizé6 mediante la siguiente
férmula: proteinas = N x 1,4 x 6,25 (V - Vb)/Pm. Dénde: N = normalidad del HCI
empleado, V = volumen en mL de valorante consumido, Vv = volumen de mL
consumido por un blanco que se hara con todos los reactivos sin muestra, Pm = peso
en gramos de la muestra y Vm = volumen en litros de la muestra. El resultado fue
expresado en g/100 g (método 2.062, AOAC, 1984).



CAPITULO III: MATERIAL Y METODO 121

3.8.5. Fibra bruta

Para determinar el contenido de fibra bruta alimentaria se utilizé el método
enzimatico-gravimétrico. Primeramente, la fibra bruta fue aislada como un residuo
indigestible, y medida gravimétricamente tras la eliminacion enzimatica
(amiloglucosidasa, a-amilasa y proteasa) del resto de compuestos (excepto
proteinas y cenizas que fueron restadas). Transcurrido el tratamiento enzimatico,
los residuos restantes fueron lavados con agua caliente a 75 °C y se aislaron por
filtracion, constituyendo el residuo gravimétrico insoluble (RGI) que, restando el
contenido en proteinas y cenizas, constituyeron la fibra insoluble (FI). La fibra
soluble fue precipitada usando etanol. Estos residuos constituyen el residuo
gravimétrico soluble (RGS), que después de extraer el contenido en proteinas y
cenizas, representa la fibra soluble (FS). El calculo de fibra bruta (FB) se realizo
mediante la siguiente férmula: FB = FI + FS. El resultado fue expresado en g/100 g
(método 991.42, AOAC, 1995).

3.8.6. Materia seca

La materia seca se determiné por diferencia de peso, para lo cual se resto a
100 el porcentaje de humedad obtenido. El resultado fue expresado en % (método
2001.12, AOAC, 2005).

3.8.7. Cenizas

Para evaluar el contenido en cenizas, fueron pesados 10 g de subproductos
o grisines en una capsula de porcelana que previamente habia sido secada en un
horno convencional a 55 °C durante 1 hora. A continuacioén, se pasé la capsula al
horno mufla (525 °C), calcindndose hasta que los componentes organicos
desaparecieron totalmente y quedo un residuo libre de restos negros de carbon. El
calculo de cenizas se realiz6é mediante la siguiente féormula: cenizas = (peso final -
peso capsula)/(peso muestra) x 100. El resultado fue expresado en % (método
934.01, AOAC, 1995).
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3.8.8. Valor energético

El valor energético de un alimento es proporcional a la cantidad de energia
que puede proporcionar al quemarse en presencia de oxigeno. Se mide en calorias,
que es la cantidad de calor necesario para aumentar en un grado la temperatura de
un gramo de agua. El valor caldrico fue estimado a partir de los contenidos en
macronutrientes, mediante los coeficientes de conversion de nutrientes en energia:
proteina (4 kcal/g), grasa (9 kcal/g), carbohidratos (4 kcal/g) y fibra (2 kcal/g),
posteriormente se tradujo y expresé en KJ (1 kcal = 4,18 kJ) (RD. 930/92, de 17-07,
BOE 5-08-92).

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las muestras se analizaron por triplicado y se representd la media
aritmética + desviacidn estdndar. De manera complementaria, en los Apartados 4.2,
4.3 y 4.4 el efecto del tratamiento sobre las variables dependientes o el efecto del
tiempo fueron determinados mediante un ANOVA. El test Tukey se utilizé para
ver diferencias significativas, las cuales fueron consideradas estadisticamente
diferentes cuando p < 0,05. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el

soporte informatico Sigmaplot 12.5 software package (Jandel Scientific, Germany).
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IV -RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. “CARACTERIZACION CINETICA Y ESTUDIOS ENZIMATICOS EN PURE
DE TOMATE”

4.1.1. Caracterizacion cinética de peroxidasa en puré de tomate

La purificacion de enzimas en extractos de plantas es un proceso dificil
debido a la presencia de una gran variedad de productos secundarios que pueden
unirse fuertemente a las enzimas y cambiar sus caracteristicas (Chung y col., 2005;
Al-Bagmi y col., 2018).

El pH es un factor determinante en la expresion de la actividad enzimatica.
La Figura 4.1 muestra el perfil de pH para la oxidacion de ABTS* por POD en un
rango de pH de 3-8. En POD se encontré que el pH o6ptimo era 3,5, similar al
obtenido en lombarda roja (Fortea y col., 2012), aunque mas bajo que el obtenido

en alga roja (pH 5) (Fortea y col., 2011).

12

V (uUM/min)

pH
Figura 4.1. Efecto del pH en la actividad POD, en presencia de 10 mM de H20:y 3 mM de
ABTS*.
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Para caracterizar POD, se llevd a cabo un estudio detallado de sus
parametros cinéticos, Vm y Kv, que se determinaron a pH 3,5.

La Figura 4.2 muestra un perfil cinético de inhibicion por la alta
concentracion del sustrato, que se puede analizar cinéticamente mediante el ajuste
por regresion no lineal de los puntos experimentales a la siguiente ecuacion
(Rodriguez-Lopez y col., 2000) (4.1):

V_[S
V= nl°] ; (4.1)
Kw +[SI+[ST" /K,
donde Ksi es la constante de inhibicion del sustrato.
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Figura 4.2. Efecto de la concentracion de H20:2 en la actividad POD.

Cuando se increment6 la concentracion de H20: a una concentracion fija y
saturante de ABTS* (3 mM), la actividad POD aumentdé hasta alcanzar la
saturacion. El valor de Km para H20: fue de 477,26 mM y el valor de Vmfue de 721,53
uM/min, ademas se observo una inhibicion por alta concentracion de sustrato con
una Ksi de 0,37 mM.

El perfil cinético concuerda con el obtenido para la peroxidasa de rabano

picante (Nunez-Delicado y col., 2005), esparragos, nabo y de alga roja (Fortea y col.,
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2011) describiéndose una inhibicidon por alta concentracion de sustrato en el caso
del H20:. Este valor de Km obtenido para H20: fue muy superior al descrito en
lombarda roja (0,98 mM) (Fortea y col., 2011), pimiento (1,3 mM) (Cabanes y col.,
2007) o meldn (0,2 mM) (Bahceci y col., 2005).

La Figura 4.3 muestra un perfil cinético de saturacion por alta concentracion
del sustrato. Cuando la concentracién de ABTS* aumentd de 0 a 5 mM, a una
concentracion fija de H20: (2 mM), la actividad POD aumenté hasta alcanzar la
saturacion. El valor de Ku fue 0,65 mM y el valor de Vm fue 3,85 pM/min.

El valor de Km para ABTS* fue similar al descrito paralombarda roja (Fortea
y col., 2012) o pimiento (Cabanes y col., 2007), e inferior para rdbano picante (4 mM)
(Nunez-Delicado y col., 2005) o alga roja (13 mM) (Fortea y col., 2011).

V (uM/min)
N

0 1 2 3 4 5 6
[ABTS] (mM)
Figura 4.3. Efecto de la concentracién del ABTS** en la actividad POD.

4.1.2. Caracterizacion cinética de pectinmetilesterasa en puré de tomate

La Figura 4.4 muestra el efecto del pH en la actividad PME en un rango de
pH 5-8. El pH o6ptimo fue 7,5, similar al obtenido en manzana (Denes, Baron y
Drilleau, 2000), banana (Ly-Nguyen y col., 2002a), Kiwi (Pal, Vyana y Agrawal,
2016) o zanahoria (Ly-Nguyen y col., 2002b).
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Figura 4.4. Efecto del pH en la actividad PME, en presencia de 10 mM de pectina.

Los parametros cinéticos (Vm y Kv) de PME se determinaron ajustando los
puntos experimentales a la ecuacion de Michaelis-Menten utilizando los datos
obtenidos a pH 7,5.

La Figura 4.5 muestra la variaciéon de la velocidad frente a la concentracion
de sustrato (pectina). Al aumentar la concentracion de pectina de 0 a 38 mM, la
actividad PME aument6 hasta alcanzar la saturacion. El valor de Km 'y Vmobtenido
para la pectina fue de 0,54 mM y 436,12 uM/min, respectivamente.

El valor de Ku fue similar al descrito en manzana (Denes, Barén y Drilleau,
2000), e inferior a banana (0,77 mM) (Ly-Nguyen y col., 2002a), Kiwi (0,84 mM) (Pal,
Vyana y Agrawal, 2016) o zanahoria (1,01 mM) (Ly-Nguyen y col., 2002b).
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Figura 4.5. Efecto de la concentracion de pectina en la actividad PME.

4.1.3. Caracterizacion cinética de poligalacturonasa en puré de tomate

PG necesito la adiccion de NaCl (1,2 M) sobre el extracto enzimatico en
crudo para poder extraerse y almacenarse.

Para caracterizar PG, se llevo a cabo el estudio detallado de sus pardmetros
cinéticos, Vm y Kwv, que se determinaron ajustando los puntos experimentales a la
ecuacion de Michaelis-Menten utilizando los datos obtenidos a pH 9, que es el pH
optimo segun la determinacion de Gross (1982).

La Figura 4.6 muestra la variacion en la velocidad frente a la concentracion
de sustrato (acido galacturdnico).

Cuando se increment6 la concentracion de acido galacturonico de 0 a 0,73
mM, la actividad PG aumenté hasta alcanzar la saturacion. El valor de Km y Vim

obtenido fue de 0,036 mM y 544,84 uM/min, respectivamente.
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Figura 4.6. Efecto de la concentracion del dcido galacturdnico en la actividad PG.
4.1.4. Estabilidad térmica de peroxidasa y pectinmetilesterasa en puré de tomate

Se realizé un estudio de estabilidad térmica en POD y PME. Para POD,
temperaturas superiores a 60 °C (de 5 a 30 min) causaron una disminucion ligera
pero gradual en su actividad, hasta que se observé una inhibicién del 40% a 70 °C

(a partir de 5 min de incubacién) (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Inactivacién térmica de POD. Actividad residual (Log %) frente al tiempo de

calentamiento a diferentes temperaturas (20-90 °C).

La temperatura requerida para la inactivacion total de POD fue de 90 °C,
siendo mayor a la descrita en alga roja (30-50 °C) (Fortea y col., 2011), pimiento (30-
60 °C) (Cabanes y col., 2007), fresa (50-80 °C) (Hiner y col., 1996) o melén (40-70 °C)
(Rodriguez-Lopez y col., 2000).

Para PME, temperaturas superiores a 40 °C (a partir de 5 min de incubacion)
causaron una disminucién ligera pero gradual de su actividad, hasta que se
observo una inhibicion del 45% a 70 °C (a partir de 5 min de incubacién) (Figura
4.8).
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Figura 4.8. Inactivacién térmica de PME. Actividad residual (Log %) frente al tiempo de

calentamiento con diferentes temperaturas (20-90 °C).

La temperatura requerida para la inactivacion total de PME fue de 90 °C,
siendo mayor a la descrita en banana (80 °C) (Ly-Nguyen y col., 2002a), zanahoria
(65 °C) (Ly-Nguyen y col., 2002b), mango (78 °C) (Diaz-Cruz y col., 2016) o tomate
(77,8 y 75 °C) (Anthon y col., 2002; Stoforos y col., 2002, respectivamente).

4.1.5. Efectos del pH y la temperatura sobre la actividad peroxidasa y
pectinmetilesterasa en puré de tomate

Se llevé a cabo el estudio del efecto sinérgico del pH y la temperatura para
POD y PME, observandose en ambas enzimas una fuerte actividad pH dependiente
y un pH éptimo de 4,5.

En el caso de POD, se estudi¢ el efecto de temperaturas comprendidas entre
20y 90 °C con un rango de pH comprendido entre 2,5-4,5 (Figura 4.9). La actividad
POD observada disminuy6 gradualmente cuando el pH se redujo y aumento la
temperatura. A valores de pH comprendidos entre 2,5-3,5 con temperaturas de 55-
90 °C, la actividad residual fue solo del 1-3%.

Por otro lado, a valores de pH comprendidos entre 2,5-3 con temperaturas

de 40-90 °C, la actividad residual fue del 1-6%, siendo muy similar a la obtenida en
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melocoton a pH 3 y 30 °C (Toralles y col.,, 2005) y menor a la obtenida en uva
caimarona a pH 4 y 25 °C (25%) (Rivera-Camelo, Restrepo y Narvaez-Cuenca,
2004).

Sin embargo, se observa una activacion en la actividad POD a pH 4 y 4,5
con temperaturas comprendidas entre 40-60 °C, alcanzando una activacion del 30%
apH 4,5y 50 °C, siendo similar a la obtenida en melocotén a pH 4 y 30 °C (Toralles
y col., 2005).
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Figura 4.9. Efecto sinérgico del pH y la temperatura en la actividad POD. Actividad residual (%)
frente a temperatura a diferentes pH (2,5-4,5).

En el caso de PME, se estudio el efecto de temperaturas comprendidas entre
20-90 °C en un rango de pH comprendido entre 3,5-4,5 (Figura 4.10).

A valores de pH de 3,5 con temperaturas de 70 y 90 °C, la actividad residual
fue del 8 y 2%, respectivamente, siendo similar a la obtenida en manzana a pH 4y
35 °C (Denes, Baron y Drilleau, 2000).
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Figura 4.10. Efecto sinérgico del pH y la temperatura en la actividad PME. Actividad residual (%)
frente a temperatura a diferentes pH (3,5-4,5).

Estos resultados demuestran que POD y PME de tomate son inhibidas mas
eficazmente conforme disminuye el pH y aumenta la temperatura, siendo

especialmente sensibles a pH < 3,5 con temperaturas > 70 °C.

4.1.6. Efectos del pH y las altas presiones hidrostaticas sobre la actividad

peroxidasa en puré de tomate

POD presentd mayor actividad en tomate que las otras dos enzimas
caracterizadas anteriormente (PME y PG). En POD se llevé a cabo el estudio del
efecto sinérgico del pH y el HPP durante 1 y 3 ciclos (3 min/ciclo para todos los
tratamientos con HPP). Independientemente de los ciclos del HPP, se observé una
fuerte influencia del pH en la actividad (Figuras 4.11 y 4.12).

En la Figura 4.11 se muestra el efecto de pH comprendidos entre 2,5-4,5 en
la actividad residual de peroxidasa tras tratar las muestras con HPP (400, 500 y 600
MPa) durante 1 ciclo. La actividad POD disminuyd gradualmente conforme el pH
se redujo a valores mas acidos y aumento la presion. A valores de pH 2,5, 3y 3,5
con HPP 600 MPa (durante 1 ciclo) la actividad residual fue la mas baja obtenida
(2, 7'y 14%, respectivamente). Al pH mas acido (2,50) con HPP 400, 500 y 600 MPa
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(durante 1 ciclo) la actividad residual fue del 11, 3 y 2%, respectivamente. Estos
datos sugieren que para inhibicién la POD de tomate el HPP es mas efectivo a pH
mas acidos.

En un estudio similar, Quaglia y col., (1996) aplicaron tratamientos con HPP
900 MPa durante 10 min a temperatura ambiente en POD de judias verdes y
provoco una inhibicion del 88%. De igual modo, en zumo de zanahoria tratado con
HPP (600 MPa), también a temperatura ambiente, se obtuvo una inhibicién de POD
del 31% (Szczepanska y col., 2019).
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Figura 4.11. Efecto sinérgico del pH y HPP (1 ciclo) en la actividad POD. Actividad residual (%)
frente a pH con diferentes HPP 400/500/600 MPa.

En la Figura 4.11 podemos observar activaciones en la actividad POD a los
valores de pH mas altos (4 y 4,5) con HPP 400 y 500 MPa. A valores de pH 4 y 4,5
con HPP 400 y 500 MPa (durante 1 ciclo) se observo una activacion enzimatica de
POD del 30 y 25%, respectivamente. De igual modo, hubo otra activacion del 40%
en la actividad POD a pH 3,5 con HPP 400 MPa (durante 1 ciclo).

Estos resultados estan de acuerdo con Anese y col., (1995), los cuales
demostraron que el efecto del pH de un extracto enzimatico procedente de zumo

de frutas afecta notablemente en la activacion de las enzimas. En este mismo trabajo
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se observd la activacion enzimatica de POD al ajustar el zumo con distintos pH (4,5-
7) y tratandolo posteriormente con HPP 300-500 MPa (1 min) a 25 °C.

En otro estudio similar realizado por Garcia-Palazén y col., (2004) aplicaron
en extracto de puré de fresa un tratamiento con HPP 400 MPa, a temperatura
ambiente y provoco la activacion parcial de POD.

En la Figura 4.12 se observd como el tratamiento con 3 ciclos de HPP
potencio fuertemente el efecto de inhibicion en POD de tomate, respecto al
tratamiento con 1 ciclo (Figura 4.11). A pH 3,5 con HPP 400 y 500 MPa (durante 3
ciclos) la POD qued6 en un 7 y 2% de actividad residual, respectivamente. En los
tratamientos de HPP 600 MPa (durante 3 ciclos) con pH 2,5, 3, 3,5 y 4, la POD fue
completamente inactivada. De igual modo, a pH 2,5 y 3 con HPP 400 y 500 MPa
(durante 3 ciclos) la POD también se inactivé completamente.

Estos resultados sugieren que el HPP es mads efectivo en la inhibicion de
enzimas a pH mas dcidos, mostrando asi la elevada barorresistencia de la enzima
al necesitar 3 ciclos. De hecho, Seyderhelm y col., (1996) comprobaron la gran
barorresistencia de diferentes enzimas vegetales, entre ellas la POD, mostrandose

resistente a presiones de hasta 700 MPa a 25 °C.
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Figura 4.12. Efecto sinérgico del pH y HPP (3 ciclos) en la actividad POD. Actividad residual (%)
frente a pH con diferentes HPP 400/500/600 MPa.
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Por el contrario, también se aprecia (Figura 4.12) una activacion del 25% en
la actividad POD a pH 4,5 con HPP 400 MPa (durante 3 ciclos).

Estos fendmenos de activacion observados en algunos casos como
consecuencia de la combinacion de los tratamientos del HPP (a temperatura
ambiente) con ajustes de pH, pueden estar atribuidos a la configuracion reversible
y/o a los cambios en la conformacion de la enzima o el sustrato (Huppertz y col.,
2019).

En resumen, 1 ciclo de HPP inactivé POD de tomate mas eficazmente
conforme se redujo el pH y aumento la presion, siendo especialmente sensible a pH
< 3,5 con HPP > 600 MPa durante 1 ciclo (3 min/ciclo). Ademas, con 3 ciclos de HPP
la POD fue inhibida mas eficazmente conforme se redujo el pH y aumento la
presion, siendo especialmente sensible a pH <4 con HPP > 400 MPa durante 3 ciclos

(3 min/ciclo).

4.1.7. Efectos de la temperatura y las altas presiones hidrostaticas sobre la

actividad peroxidasa en puré de tomate

En POD se llevé a cabo el estudio del efecto sinérgico de la temperatura y el
HPP durante 1 y 3 ciclos (3 min/ciclo para todos los tratamientos con HPP).
Independientemente de los ciclos del HPP, los resultados muestran una fuerte
influencia de la temperatura en la actividad POD.

En la Figura 4.13 se observa el efecto de la temperatura de incubacion de los
extractos y los tratamientos con HPP (400, 500 y 600 MPa) durante 1 ciclo, en la
actividad POD en puré de tomate. La actividad POD disminuyd gradualmente
conforme aumentd la temperatura y la presion. A temperaturas de 60, 65 y 70 °C
con HPP 600 MPa (durante 1 ciclo) la actividad residual fue del 67, 62 y 25%,
respectivamente.

De manera similar, a temperatura de 70 °C con HPP 400, 500 y 600 MPa
(durante 1 ciclo) la actividad residual fue del 44, 47 y 25%, respectivamente. Y a
temperatura de 90 °C con HPP 400, 500 y 600 MPa (durante 1 ciclo) la POD fue
completamente inactivada.

Estos resultados sugieren que para inhibir la POD de tomate son mas

efectivas las temperaturas altas que los tratamientos con HPP (400-600 MPa).
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En un estudio similar, de Jesus, Leite y Cristianini (2018) aplicaron
tratamientos con HPP 690 MPa durante 5 min, a 80 °C, en POD de fruta agai y
provoco una inhibicion parcial del 20%, mostrandose muy barorresitente. Por otro
lado, Cano, Herndndez y de Ancos (1997) mostraron que la temperatura tiene un
efecto importante sobre la actividad POD en puré de fresa, siendo parcialmente
inhibida a mediante un tratamiento con HPP 280 MPa previamente incubado a una

temperatura de 45 °C.
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Figura 4.13. Efecto sinérgico de la temperatura y HPP (1 ciclo) en la actividad POD. Actividad
residual (%) frente a temperatura con diferentes HPP 400/500/600 MPa.

Por el contrario, también se aprecian activaciones enzimaticas de POD a
valores de temperatura comprendidos entre 20 y 55 °C con HPP 400 y 500 MPa. A
temperaturas de 20, 40, 45, 50 y 55 °C con HPP 400 MPa (durante 1 ciclo) se observd
una activacion en la actividad POD del 15, 15, 33, 43 y 15%, respectivamente. De
igual modo, las temperaturas de 20, 40, 45, 50 y 55 °C con HPP 500 MPa (durante 1
ciclo) mostraron una activacién en la actividad POD del 27, 24, 22, 53 y 19%,
respectivamente. Sin embargo, las temperaturas anteriores con HPP 600 MPa, no
mostraron ninguna activacion (Figura 4.13).

Estos resultados son similares a los publicados por Garcia-Palazén y col.,

(2004), los cuales aplicaron en un extracto de puré de fresa un tratamiento con HPP
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400 MPa durante 5 y 10 min a 25 °C y aumentd la actividad POD en un 13 y 1%,
respectivamente.

Cuando se realizo el tratamiento con 3 ciclos de HPP aument¢ fuertemente
el efecto de inhibiciéon en POD de tomate con respecto a 1 ciclo (Figura 4.13). Tal y
como se observa en la Figura 4.14, la actividad POD disminuyd gradualmente
conforme aumentd la temperatura y la presion. A temperaturas de 60, 65 y 70 °C
con HPP 600 MPa (durante 3 ciclos) la actividad residual fue del 35, 23 y 7%,
respectivamente. De manera similar, a temperatura de 70 °C con HPP 400 y 500
MPa (durante 3 ciclos) la actividad residual fue del 50 y 53%, respectivamente. A
temperaturas de 20, 40, 45, 50 y 55 °C con HPP 600 MPa (durante 3 ciclos) la
actividad residual fue del 80, 78, 75, 72 y 68%, respectivamente. Y a temperatura de
90 °C con HPP 400, 500 y 600 MPa (durante 3 ciclos) la POD fue completamente
inactivada. Estos resultados sugieren que para inhibir la POD de tomate lo mas
efectivo es un mayor niimero en ciclos de presion con temperaturas altas.

Seyderhelm y col.,, (1996) estudiaron la barorresistencia de diferentes
enzimas incluyendo la POD, mostrandose resistente a presiones que oscilaban
entre 600 y 700 MPa, a 25 °C.
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Figura 4.14. Efecto sinérgico de la temperatura y HPP (3 ciclos) en la actividad POD. Actividad
residual (%) frente a temperatura con diferentes HPP 400/500/600 MPa.
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En la Figura 4.14 se aprecian activaciones enzimaticas de POD a intervalos
de temperatura de 20-55 °C con HPP 400 y 500 MPa. A temperaturas de 20, 40, 45,
50 y 55 °C con HPP 400 MPa (durante 3 ciclos) se observd una activacion en la
actividad POD del 24, 32, 33, 23 y 25%, respectivamente. De igual modo, las
temperaturas de 20, 40, 45, 50 y 55 °C con HPP 500 MPa (durante 3 ciclos) mostraron
una activacion en la actividad POD del 10, 33, 49, 25 y 22%, respectivamente.

En la actualidad, estos fendmenos de activacién observados en algunos
casos como consecuencia de la combinacion de los tratamientos del HPP con
temperaturas suaves han sido observados por algunos autores (Morales-de la Pena
y col., 2018; Franck y col., 2019; Kangur y col., 2019). Estos autores estudiaron el
efecto sinérgico del HPP y la temperatura sobre las enzimas en puré de tomate,
comprobando que la actividad POD del tomate se incrementaba con HPP 350 MPa
y 25 °C. Otro estudio, observo que la POD de hierba mate tratada con CO2
comprimido a 30 °C y 7 MPa, aumento6 su actividad un 25% (Primo y col., 2007).

En resumen, la POD de tomate fue inhibida mas eficazmente conforme
aumento la temperatura y la presion, siendo especialmente sensible a temperaturas
> 70 °C con HPP > 600 MPa durante 1 ciclo (3 min/ciclo).

Ademas, la POD fue inhibida mas eficazmente conforme aumento la
temperatura, la presion y el nimero en ciclos de presion, siendo especialmente
sensible a temperaturas > 65 °C con HPP > 600 MPa durante 3 ciclos (3 min/ciclo).
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4.2. “ESTUDIO DE VIDA UTIL EN PURE DE TOMATE: COMPARACION ENTRE
DIFERENTES COMBINACIONES DE ALTAS PRESIONES HIDROSTATICAS
CON TRATAMIENTO TERMICO SUAVE, FRENTE A PASTEURIZACON
CONVENCIONAL”

4.2.1. Analisis enzimatico del estudio de vida 1til en puré de tomate
4.2.1.1. Actividad peroxidasa
En la Figura 4.15 se presenta la evolucion de la actividad residual de POD

en las muestras de puré de tomate durante su periodo de tratamiento, mostrando

en todos los tratamientos empleados una inhibicion parcial de la enzima.
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Figura 4.15. Evolucion de la actividad residual de POD (%) para las muestras control y bajo
tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento.
El control fue la muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. Los TT

70/65/60 °C fueron calentados durante 5 min y, posteriormente, presurizados con HPP
400/500/600 MPa durante 3 min.

El TT 90 °C (el que mas temperatura empled) fue el mejor para inhibir la
actividad POD, mostrando a dia 0 una actividad residual del 2,4%, y no

encontrando diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) durante el tiempo



142 MANUEL BALLESTA DE LOS SANTOS

del estudio de vida dutil. Por otra parte, las diferentes combinaciones de
temperaturas suaves y HPP empleadas en el estudio fueron insuficientes para
inactivar por completo a la POD, encontrandose, en todas ellas valores de actividad
residual de la enzima entre el 10 y el 17%, y presentando una disminucion
progresiva desde el dia 0 hasta el dia 60.

Asi, la POD no mostré diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05)
entre los TT 70 °C + HPP 400 MPa, TT 65 °C + HPP 500 MPa y TT 60 °C + HPP 600
MPa, a partir del dia 10 del estudio de vida 1til.

Sin embargo, si se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p
< 0,05) entre el control, el TT 90 °C y el resto de tratamientos con HPP (TT 70 °C +
HPP 400 MPa, TT 65 °C + HPP 500 MPa y TT 60 °C + HPP 600 MPa), entre los dias
0y 60 del estudio de vida util.

En base a estos resultados se puede afirmar la eficacia de los TT suaves con
HPP para inhibir parcialmente la POD en el puré de tomate, siendo el TT 70 °C +
HPP 400 MPa el mejor tratamiento puesto que, al emplear la mayor temperatura
de los tres, fue el que mas inhibi6 la POD a dia 0. No obstante, ningtin tratamiento
del estudio (incluido el TT 90 °C) consiguio la inactivacion total de la POD.

Nuestros resultados concuerdan con distintos estudios realizados sobre la
POD en zumos y purés vegetales. En todos ellos se comprob6 como la POD fue
muy resistente a los tratamientos con HPP (Terefe, Buckow y Versteeg, 2014;
Chakraborty y col., 2014; Wibowo y col., 2019), siendo necesario tratamientos de
HPP combinados con temperaturas suaves y tiempos cortos, tal y como se hizo en
el estudio, para su mayor inactivacion. En un estudio similar realizado por Hurtado
y col., (2015), la aplicacion de HPP 350-600 MPa durante 3-5 minutos en smoothies
de frutas frescas no afecté a la actividad POD a causa de su elevada
barorresistencia.

Por el contrario, otros estudios consiguieron la inhibicion parcial de la POD
también en puré de fresa con HPP 300 MPa durante 15 min (Cano, Hernandez y de
Ancos, 1997) y en fresa entera con HPP 450 MPa durante 6 min (Terefe y col., 2009).
Vervoort y col., (2011) redujeron un 35% la actividad POD en zumo de naranja
tratado con HPP 600 MPa (durante 1 min). De manera similar, Chang y col., (2016)
redujeron un 50% la actividad POD en zumo de uva tratado con HPP 600 MPa

durante 5 min.
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4.2.1.2. Actividad pectinmetilesterasa

En la Figura 4.16 se presenta la evolucion de la actividad residual de PME
en las muestras de puré de tomate durante su periodo de tratamiento, mostrando

en todos los tratamientos empleados una inhibicion parcial de la enzima.
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Figura 4.16. Evolucidn de la actividad residual de PME (%) para las muestras control y bajo
tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento.
El control fue la muestra sin tratamiento. E1 TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. Los TT
70/65/60 °C fueron calentados durante 5 min y, posteriormente, presurizados con HPP
400/500/600 MPa durante 3 min.

De nuevo, el TT 90 °C fue el mas eficaz inhibiendo la actividad enzimatica
(puesto que fue el tratamiento que mayor temperatura empled y, por tanto, mas
alteracion provoco en la estructura de PME), ya que, la actividad residual fue del
4%, a dia 0, oscilando entre el 3-5% a lo largo del estudio de vida util.

Tras el TT 70 °C + HPP 400 MPa, a dia 0, la actividad residual fue del 16%,
y se mantuvo entre el 16-25% a lo largo del tiempo de almacenamiento.

También a dia 0, tras los TT 65 °C + HPP 500 MPa y TT 60 °C + HPP 600 MPa
la actividad residual fue del 42 y 38%, respectivamente. Ademas, a lo largo del
estudio de vida 1til, la actividad residual de la PME se mantuvo casi constante en

los dos tratamientos anteriores.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,05) en
la actividad residual de PME en ninguno de los tratamientos empleados, entre los
dias 0 y 60 del estudio. Por el contrario, si las hubo (p < 0,05) entre el control y el
resto de los tratamientos.

Como se puede observar en la Figura 4.16, la PME fue resistente a los TT
con HPP puesto que emplearon temperaturas suaves. Sin embargo, no sucedio lo
mismo con el TT 90 °C que empled una temperatura mas elevada y provoco en ella
la mayor inhibicion de los tratamientos del estudio.

El TT 70 °C + HPP 400 MPa fue el mejor de los tres tratamientos que
emplearon HPP para reducir la actividad PME, posiblemente porque empled
mayor temperatura que los otros dos tratamientos, evidenciando que esta enzima
se ve mas afectada por la temperatura que por las altas presiones hidrostaticas.

Estos resultados concuerdan con los publicados en estudios realizados
sobre la PME en zumos y purés vegetales (Wibowo y col., 2019). En smoothies
vegetales tratados con HPP 350-400 MPa durante 5 min, la PME no se consiguio6
inhibir, teniendo que aumentar la presion hasta 600 MPa durante 3 min para poder
reducir su actividad en un 40% (Hurtado y col., 2015). La PME tratada con HPP 450
MPa durante 30 min fue parcialmente inhibida en zumo de naranja (Nienaber y
Shellhammer, 2001a,b; Bayindirli y col., 2006). Para el puré de platano fueron
necesarias presiones de 600 MPa durante 2 min para poder reducir la actividad
PME (Ly-Nguyen y col., 2002a).

Jayathunge y col.,, (2015) trataron zumo de tomate con HPP 600 MPa
durante 1 min a 28 °C consiguiendo reducir la actividad PME desde 23,3 (control)
hasta 2 mmol/min/g.

Ng y col., (2019) en jackfruit redujeron un 60% la actividad PME con HPP
600 MPa durante 15 min.

4.2.1.3. Actividad poligalacturonasa
En la Figura 4.17 se presenta la evolucion de la actividad residual de PG en

las muestras de puré de tomate durante su periodo de tratamiento, mostrando en

todos los tratamientos empleados una inhibicién parcial de la enzima.
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Figura 4.17. Evolucion de la actividad residual de PG (%) para las muestras control y bajo
tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento.
El control fue la muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. Los TT
70/65/60 °C fueron calentados durante 5 min y, posteriormente, presurizados con HPP
400/500/600 MPa durante 3 min.

Una vez mas, el TT 90 °C fue el mas eficaz (al emplear la mayor temperatura
de los tratamientos del estudio), puesto que la actividad residual fue del 6%, a dia
0, manteniéndose entre el 4,5-6% a lo largo del estudio de vida util.

Tras el TT 70 °C + HPP 400 MPa, a dia 0, la actividad residual fue del 22%,
manteniéndose entre el 15-34% a lo largo del estudio de vida dtil, disminuyendo
ligeramente conforme avanzo el tiempo de almacenamiento.

Con el TT 65 °C + HPP 500 MPa, a dia 0, la actividad residual fue del 32%,
y se mantuvo entre el 19-32% a lo largo del estudio de vida util, disminuyendo
ligeramente a lo largo del tiempo del estudio.

También a dia 0, la actividad residual fue del 26% con el TT 60 °C + HPP 600
MPa, manteniéndose entre el 21-32% a lo largo del estudio de vida til,
disminuyendo progresivamente conforme avanzo el tiempo de almacenamiento.

La PG no mostré diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) para
los TT 70 °C + HPP 400 MPa, TT 65 °C + HPP 500 MPa y TT 60 °C + HPP 600 MPa,
entre los dias 0 y 60 del estudio de vida util (excepto a dia 10), debido a que las

temperaturas de los tratamientos fueron similares. Sin embargo, si hubo diferencias
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estadisticamente significativas (p < 0,05) para el control, el TT 90 °C y el resto de
tratamientos con HPP (TT 70 °C + HPP 400 MPa, TT 65 °C + HPP 500 MPa y TT 60
°C + HPP 600 MPa), entre los dias 0 y 60 del estudio de vida util.

Por lo mencionado anteriormente, se puede afirmar que los tres
tratamientos que combinaron temperaturas suaves y HPP mostraron una tendencia
y un efecto de inhibicién similar para la PG, siendo el TT 70 °C + HPP 400 MPa el
mejor de los tres puesto que causd la mayor inhibicion a dia 0 (22% de actividad
residual). Esto se debe a que PG resulté mas sensible a la temperatura que a las
altas presiones hidrostaticas, y este tratamiento fue el que mayor temperatura
empled de los tres tratamientos que incluyeron HPP.

Jayathunge y col.,, (2015) trataron zumo de tomate con HPP 600 MPa
durante 1 min a 28 °C consiguiendo reducir la actividad PG desde 28,4 (control)
hasta 25,6 mmol/min/g. Ng y col., (2019) en jackfruit redujeron la actividad PG un
90% con HPP 600 MPa durante 15 min. Hsu, Tan y Chi (2008) redujo la actividad
residual de la PG de tomate al 12 y 98% con HPP 250 MPa y HPP 400-600 MPa,
respectivamente. De hecho, algunas combinaciones de HPP (500-550 MPa) con
temperaturas suaves (60-75 °C) consiguieron inactivar totalmente la PG (Fachin y
col., 2003; Verlent y col., 2004).

4.2.2. Analisis fisico-quimico del estudio de vida 1til en puré de tomate

4.2.2.1.pH

El pH es un factor determinante en la expresion de la actividad enzimatica
alterante y en la seguridad microbioldgica de los alimentos, ya que, la mayoria de
los microorganismos patdgenos tienen inhibido su crecimiento a valores de pH
acidos < 4,6 (Crawford y col., 1996). Ademas, el pH tiene una influencia importante
en el sabor y en la estabilidad de las bebidas vegetales.

La Figura 4.18 muestra la evolucion del pH para los distintos tratamientos
desarrollados en el estudio a lo largo del tiempo de vida til.
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Figura 4.18. Evolucién del valor de pH para las muestras control y bajo tratamiento (ambas
ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento. El control fue la
muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. Los TT 70/65/60 °C fueron
calentados durante 5 min y, posteriormente, presurizados con HPP 400/500/600 MPa durante 3

min.

Se encontrd que los valores de pH + 3,8 se mantuvieron constantes en todos
los tratamientos y durante todos los dias del almacenamiento. Por ello, el pH no
mostré diferencias estadisticamente significativas (p = 0,05) entre todos los
tratamientos durante todos los dias del estudio de vida util. Esto es debido a que
no hay ninguna alteracion microbioldgica grave que pueda afectar los valores del
pH, lo cual es un indicativo de calidad para las muestras.

Los valores de pH fueron similares a los obtenidos en puré de tomate
(Mihretu y Bhalekar, 2016) o zumo de tomate (Jayathunge y col., 2015) e inferiores
a jackfruit (5,03) (Ng y col., 2019).

4.2.2.2. Solidos solubles totales

Los valores del contenido en solidos solubles totales medidos desde dia 0
hasta el dia 60 fueron similares en todos los tratamientos desarrollados en el
estudio (Figura 4.19), por lo que los tratamientos de conservacion aplicados no

tuvieron efecto sobre ellos.
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Figura 4.19. Evolucion en el contenido de sélidos solubles totales (°Brix) para las muestras control
y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el periodo de
almacenamiento. El control fue la muestra sin tratamiento. El TT 90 °C fue pasteurizado durante 5
min. Los TT 70/65/60 °C fueron calentados durante 5 min y, posteriormente, presurizados con
HPP 400/500/600 MPa durante 3 min.

Los solidos solubles totales no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) entre todos los tratamientos durante todos los dias del
estudio de vida util, presentando valores que oscilaron entre 6 y 6,7 °Brix, y
mostrando una clara correlacion en el contenido de azticares mayoritarios del puré
de tomate, que como se vera mas adelante en las Figuras 4.22, 4.23 y Tabla 4.5
tampoco presentaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).

Los resultados fueron similares a los publicados por Andrés, Villanueva y
Tenortio (2016) en smoothie de soja, donde el contenido de sélidos solubles totales
fue similar en todos los tratamientos durante el tiempo del estudio de vida.

Sin embargo, los resultados de nuestro trabajo fueron distintos a los
publicados por Wasim y Singh (2015) en tomate, donde si hubo una ligera
reduccidon en el contenido de sdlidos solubles totales durante el tiempo de

almacenamiento.
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4.2.2.3. Acidos titratables totales (acidez)

Los valores del contenido en acidos titratables totales medidos desde el dia
0 hasta el dia 60 fueron similares en todos los tratamientos desarrollados en el
estudio (Figura 4.20) debido a que el pH se mantuvo sin variaciones durante el
tiempo de almacenamiento (Figura 4.18).
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Figura 4.20. Evolucion en el contenido de dcidos titratables totales (g dcido citrico/100 mL) para
las muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el
periodo de almacenamiento. EI control fue la muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue
pasteurizado durante 5 min. Los TT 70/65/60 °C fueron calentados durante 5 min y,
posteriormente, presurizados con HPP 400/500/600 MPa durante 3 min.

Por ello, los 4acidos titratables totales no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) entre todos los tratamientos durante todos
los dias del estudio de vida 1til.

Sin embargo, en el control, el contenido de acidos titratables totales fue
ligeramente superior (0,74 g acido citrico/100 mL) al resto de tratamientos en los
diferentes dias de almacenamiento; esto se pudo deber a que los distintos
tratamientos empleados alteraron la pared celular y liberaron los aztcares

contenidos en el citosol, lo que a su vez redujo la acidez de las muestras.
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Otros estudios sobre el HPP describieron cambios ligeramente
significativos en el contenido de acidos titratables totales durante la vida util en

zumo de naranja (Bull y col., 2004) y zumo de arandano (Barba y col., 2012).
4.2.2.4. Contenido en pulpa
Los valores del contenido en pulpa comprendidos entre el dia 10 y el dia 60

fueron similares (oscilando entre el 60 y 64%) en todos los tratamientos

desarrollados en el estudio (Figura 4.21).
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Figura 4.21. Evolucién en el contenido de pulpa (%) para las muestras control y bajo tratamiento
(ambas ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento. El control
fue la muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. Los TT 70/65/60 °C
fueron calentados durante 5 min y, posteriormente, presurizados con HPP 400/500/600 MPa

durante 3 min.

Sin embargo, a dia 0 los valores del contenido en pulpa fueron inferiores al
resto de dias analizados durante el almacenamiento.

Con respecto al contenido en pulpa no hubo diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,05) entre todos los tratamientos a dia 0. Por el contrario, si hubo
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre el dia 0 y el resto de los
dias hasta el final del estudio de vida util (dia 60).
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El aumento del contenido en pulpa conforme avanzo el tiempo del
almacenamiento pudo ser debido de la actividad residual de la PME (Figura 4.16)
y la PG (Figura 4.17), que actuando de manera sinérgica provocaron pérdidas de
estabilidad y viscosidad en las pectinas (Duvetter y col., 2009).

4.2.2.5. Parametros de color

Las Tablas 4.1, 4.2 y 4.3 muestran la evolucién durante los 60 dias de
almacenamiento en refrigeracion (4 °C), de los parametros L*, a* y b* analizados
tras los distintos tratamientos empleados en el estudio.

El pardmetro L* (luminosidad), a dia 0, se vio afectado por los TT 70 °C +
HPP 400 MPa (25,32) y TT 65 °C + HPP 500 MPa (25,34), siendo significativamente
inferior al control (sin tratamiento) (26,94), TT 90 °C (26,93) y TT 60 °C + HPP 600
MPa (26,92) (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Evolucidn del pardmetro colorimétrico L* (CIELab) para las muestras control y

bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida

1til.
Vida util *Control ITT 90 °C 2TT70°C+ 2TT65°C+ 2TT 60 °C +
(dias) HPP 400 HPP 500 HPP 600
MPa MPa MPa
0 26,94+0,5¢ 26,93+0,3¢ 25,32+0,5° 25,34+0,30 26,92+0,5¢
10 n.d. 26,45+0,6¢ 27,41+0,4¢ 30,40+0,5¢ 31,9340,5¢
20 n.d. 28,43+0,54 32,3740,3f 35,26+0,38 32,42+0,3f
30 n.d. 27,43+0,4¢ 31,34+0,3¢ 31,94+0,4¢ 31,99+0,6¢
40 n.d. 25,03+0,5° 26,23+0,4¢ 23,54+0,52 27,94+0,5¢
50 n.d. 26,82+0,2¢ 32,29+0,5¢ 29,31+0,34 24,77+0,3b
60 n.d. 27,75+0,3¢ 25,77+0,4° 28,32+0,44 25,70+0,5°

abedetg] os valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas
letras no mostraron diferencias estadisticamente significativas p > 0,05 para el tratamiento evaluado
(Test Tukey).

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 70/65/60 °C y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.
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Ademads, durante el almacenamiento hubo significativos aumentos,
respecto al control, para los tratamientos con HPP entre los dias 10 y 30.

En el pardmetro 4% a dia 0, hubo un aumento en los TT 70 °C + HPP 400
MPa (24,99), TT 65 °C + HPP 500 MPa (26,07) y TT 60 °C + HPP 600 MPa (26,17)
respecto al control (sin tratamiento) (19,7), sin embargo, el TT 90 °C (19,77) se
mantuvo sin cambios. Durante el tiempo de almacenamiento hubo aumentos,
respecto al control, para el TT 90 °C entre los dias 10 y 60 (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Evolucion del parametro colorimétrico a* (CIELab) para las muestras control y

bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida

1til.
Vida util *Control ITT 90 °C 2TT70°C+ 2TT65°C+ 2TT 60 °C +
(dias) HPP 400 HPP 500 HPP 600
MPa MPa MPa
0 19,70+0,72 19,77+14ab 24,99+1¢d 26,07+1cd 26,17+0,8¢e
10 n.d. 25,02+0,7¢¢  24,52+0,6¢¢  24,17+0,9¢¢  24,14+0,7<
20 n.d. 27,43+0,6dc  21,71+0,92>  22,65+0,9bc  24,36+0,7d
30 n.d. 28,33+0,7¢ 19,7940,8>  21,95+0,9bc  21,38+0,72
40 n.d. 26,82+0,6dc  24,95+0,7 23,86+0,6¢ 24,05+1
50 n.d. 25,60+0,8¢ 19,15+0,62 21,33+0,72>  23,36+0,8c
60 n.d. 24,60+0,6¢¢  20,15+0,8®>  22,33+0,8>c  22,36x0,7b¢

abede] os valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras
no mostraron diferencias estadisticamente significativas p > 0,05 para el tratamiento evaluado (Test
Tukey).

*Control: sin tratamiento.

1Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 70/65/60 °C y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.

Por el contrario, en los tratamientos con HPP disminuyd el pardmetro a*
durante el tiempo del estudio de vida 1util.

El pardmetro b* mostr6 similitud para todos los tratamientos de nuestro
estudio a dia 0. Durante el almacenamiento hay gran variabilidad de los datos vy,

por tanto, no se aprecia una tendencia clara en ningtin tratamiento (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Evolucidn del pardmetro colorimétrico b* (CIELab) para las muestras control y
bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida

1til.
Vida util *Control ITT90°C  ?TT70°C+ 2TT65°C+ 2TT 60 °C +
(dias) HPP 400 HPP 500 HPP 600
MPa MPa MPa
0 45,61+1° 45,57+0,7° 43,91+0,8%®  43,78+0,72 45,82+0,4°
10 n.d. 48,04+0,5¢ 50,64+14 51,04+0,94 50,61+14
20 n.d. 48,1241 50,10+0,9¢ 50,20+1< 50,59+14
30 n.d. 47,12+0,8¢ 46,53+1¢ 51,02+0,84 48,49+0,5¢
40 n.d. 44,08+0,6° 44,76+0,9° 48,23+]< 42,78+0,92
50 n.d. 45,69+1> 44,2941 49,82+1< 42,29+0,82
60 n.d. 45,79+0,5> 47,39+0,7¢ 47,33+0,8¢ 44,29+0,9°

abed]os valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras

no mostraron diferencias estadisticamente significativas p > 0,05 para el tratamiento evaluado (Test

Tukey).

*Control: sin tratamiento.

1Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 70/65/60 °C y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.

Para obtener una idea global del color, fue calculado para todos los

tratamientos de nuestro estudio el valor AE.

Este valor engloba en un solo dato los pardmetros de cromaticidad (a* y b¥)

y el pardmetro de luminosidad (L*¥), de tal forma que es un indicador del

oscurecimiento, puesto que, cuando descendi6 el valor de AE se produjo un

aumento del oscurecimiento en la muestra.

Como se aprecia en la Tabla 4.4, en el valor AE durante el almacenamiento

hay gran disparidad de datos y, por tanto, en ninguin tratamiento se aprecia una

clara tendencia.
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Tabla 4.4. Evolucién del pardmetro colorimétrico AE* (CIELab) para las muestras control y
bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida
1til.

Vida util *Control ITT90°C  2TT70°C+ 2TT65°C+ 2TT 60 °C +

(dias) HPP 400 HPP 500 HPP 600
MPa MPa MPa
0 n.d. 0,08+0,1 5,15+0,09 6,70+0,04 6,44+0,09
10 n.d. 6,52+0,09 9,73+0,05 7,84+0,07 6,93+0,02
20 n.d. 9,30+0,07 9,76+0,07 10,04+0,1 10,79+0,04
30 n.d. 8,78+0,04 7,46+0,07 9,23+0,06 8,79+0,06
40 n.d. 7,58+0,09 7,36+0,05 7,63+0,04 6,52+0,09
50 n.d. 5,90+0,02 10,39+0,11 4,72+0,06 5,39+0,08
60 n.d. 5,11+0,05 9,52+0,04 3,42+0,09 3,19+0,09

*Control: sin tratamiento.
Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.
2Calentado a 70/65/60 °C y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.

De manera global, se puede concluir que los tratamientos con HPP
conservaron mejor el color original que el TT 90 °C, presentando este tltimo un
color ligeramente distinto y mds oscuro al resto de tratamientos (Figura 3.2)
seguramente por coccion del tomate, ya que, a esa temperatura hay una elevada
degradacion de los pigmentos que proporcionan el color. De hecho, Sadilova y col.,
(2009), concluyeron que la pasteurizacion favorece la formacion de productos de
degradacion, pudiendo explicar el cambio de coloracion.

Se ha observado, en general, que el HPP con baja temperatura no afecté a
los pigmentos responsables del color, y que el HPP retuvo mejor el color que la
pasteurizacion, por ejemplo, en puré de calabaza con HPP 400-600 MPa (Contador
y col.,, 2014), en pepino con HPP 400 MPa durante 4 min (Zhao y col., 2013) o en
puré de zanahoria a con HPP 600 MPa durante 15 min (Patras y col., 2009).

El zumo de pepino tratado con HPP a 400 MPa durante 4 min (Zhao y col.,,
2013), el puré de tomate tratado con HPP 400 MPa durante 15 min (Sanchez-
Moreno y col.,, 2006) y una bebida a base de vegetales tratada con HPP 400 MPa
durante 2-9 min (Barba, Esteve y Frigola, 2010) también obtuvieron mayor L*
coincidiendo con los resultados. De igual modo, Andrés y col., (2016) observaron
en los tratamientos con HPP una disminucion significativa (p <0,001) del valor L%,
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que fue mayor cuanto mayor fue la presién aplicada (47,1 para HPP 550 MPa y 46,2
para HPP 650 MPa) en comparacion con la muestra control.

4.2.2.6. Aziicares mayoritarios (glucosa, fructosa y sacarosa)

En ocasiones, los azucares pueden sufrir alteraciones en su estructura
quimica durante el tratamiento y almacenamiento de la fruta y los vegetales debido
a la hidrolisis quimica (Vicente y col., 2009), actividad enzimatica oxidativa
(peroxidasa) o alteracion microbiologica. En el estudio, el perfil de los azticares
glucosa, fructosa y sacarosa fue cuantificado, a lo largo del tiempo de
almacenamiento, para todos los tratamientos.

Tal y como se muestra en la Figura 4.22, los niveles del contenido en glucosa
fueron similares para todos tratamientos durante el periodo de almacenamiento,
oscilando entre 16,71 y 19,6 g/L, y no mostrando diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) entre todos los tratamientos durante todos los dias del
estudio de vida ttil.

40
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Figura 4.22. Evolucion en el contenido de glucosa (g/L) para las muestras control y bajo
tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento.
El control fue la muestra sin tratamiento. EIl TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. Los TT
70/65/60 °C fueron calentados durante 5 min y, posteriormente, presurizados con HPP
400/500/600 MPa durante 3 min.
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Del mismo modo, los niveles del contenido en fructosa (Figura 4.23) fueron
similares para todos tratamientos durante el periodo de almacenamiento, oscilando
entre 18,32 y 21,41 g/L, no mostrando diferencias estadisticamente significativas
(p 2 0,05) entre todos los tratamientos durante todos los dias del estudio de vida
util.
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= TT 90 °C

B TT 70 °C + HPP 400 MPa
/3 TT 65 °C + HPP 500 MPa
30 [ TT 60 °C + HPP 600 MPa
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Figura 4.23. Evolucion en el contenido de fructosa (g/L) para las muestras control y bajo
tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento.
El control fue la muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. Los TT
70/65/60 °C fueron calentados durante 5 min y, posteriormente, presurizados con HPP
400/500/600 MPa durante 3 min.

El contenido en sacarosa estuvo por debajo del limite de deteccion (<1 g/L)
en todos los tratamientos a lo largo del tiempo de almacenamiento (Tabla 4.5).

Algunos autores también han documentado la falta de sacarosa en zumos
tratados con temperaturas suaves y pasteurizados (Hurtado y col., 2015; Wibowo
y col., 2019).

Butz y col., (2003) afirmaron que la falta de sacarosa en frambuesa tratada
con HPP y almacenada durante 30 dias se debid a la inhibicion incompleta de la

enzima S-fructosidasa.
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Tabla 4.5. Evolucion en el contenido de sacarosa (g/L) para las muestras control y bajo
tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida 1itil.
Vida util *Control ITT 90 °C TT70°C+  2TT65°C+ 2TT 60 °C +

(dias) HPP 400 HPP 500 HPP 600

MPa MPa MPa
0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
10 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
20 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
30 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
40 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
50 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
60 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

*Control: sin tratamiento.
Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.
2Calentado a 70/65/60 °C y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.

La escasa variabilidad en los niveles de azticares es un indicativo quimico
positivo, demostrando que no hay contaminacion microbioldgica. En caso
contrario, los microrganismos fermentarian los azucares y los transformarian en
alcoholes, lo que supondria un descenso notable en sus concentraciones (ademas
de alteraciones en el pH); Como se puede comprobar en las Figuras 4.22, 423 y en
la Tabla 4.5 esto no sucedid, por lo que se puede afirmar la efectividad de todos los
tratamientos en cuanto a la supervivencia microbiana, puesto que las muestras

evolucionaron favorablemente.
4.2.2.7. Nivel de vitamina C

La Figura 4.24 muestra la evolucion durante el tiempo de almacenamiento
en refrigeracion (4 °C) del contenido en vitamina C analizado tras los distintos

tratamientos empleados en el estudio.
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Figura 4.24. Evolucién en el contenido de vitamina C (mg/100 g) para las muestras control y bajo
tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento.
El control fue la muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. Los TT
70/65/60 °C fueron calentados durante 5 min y, posteriormente, presurizados con HPP
400/500/600 MPa durante 3 min.

Seguin el Reglamento (UE) n® 1169/2011 del Parlamento Europeo y del
Consejo, de 25 de octubre de 2011, para declarar un zumo/puré o bebida vegetal
como fuente de vitamina C se requiere un contenido minimo de 6 mg/100 g. En
base a esto, tras aplicacion de todos los tratamientos el puré de tomate siguid siendo
fuente de vitamina C hasta el dia 60 del almacenamiento.

Los resultados mostraron que los TT 70 °C + HPP 400 MPa, TT 65 °C + HPP
500 MPay TT 60 °C + HPP 600 MPa (16,84, 18,41 y 19,48 mg/100 g, respectivamente)
redujeron menos que el TT 90 °C (15 mg/100 g) el contenido total de vitamina C a
dia 0, puesto que emplearon menos temperatura.

A pesar de ello, la vitamina C se conservd mejor con el TT 90 °C a lo largo
del tiempo de almacenamiento, y de los tres tratamientos que incluyeron HPP fue
el TT 60 °C + HPP 600 MPa el que mejor retuvo el contenido de vitamina C durante
el tiempo de almacenamiento.

El contenido en vitamina C de la muestra control mostré diferencias

estadisticamente significativas (p <0,05) frente al resto de los tratamientos. De igual
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modo, el TT 90 °C mostro diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
frente al resto de los tratamientos entre los dias 20 y 60 del estudio de vida util.

Sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05)
para los tratamientos con HPP (TT 70 °C + HPP 400 MPa, TT 65 °C + HPP 500 MPa
y TT 60 °C + HPP 600 MPa) entre los dias del almacenamiento.

Normalmente la degradacion de la vitamina C puede deberse a reacciones
oxidativas catalizadas por enzimas oxidorreductasas como la POD (Vervoort y col.,
2011) o a reacciones aerdbicas y anaerobicas no enzimadticas causadas por
alteraciones quimicas o microbioldgicas entre las moléculas que componen los
zumos y purés vegetales (Jayathunge y col., 2015).

Ademas, la vitamina C es un antioxidante que se degrada con facilidad, por
lo que es el mas afectado y propenso a la degradacion durante los tratamientos y
tiempo de almacenamiento. Por esto es considerado un indicador cualitativo
indispensable en la industria de zumos/purés y bebidas vegetales (Kalt, 2005;
Esteve y Frigola, 2007).

Los resultados concuerdan con diferentes estudios realizados sobre la
degradacion de la vitamina C bajo tratamientos con HPP en varios zumos y purés
vegetales. En todos ellos se comprob¢ que la vitamina C es degradada con facilidad
bajo tratamientos con HPP o tratamientos con HPP y temperaturas suaves. Patras
y col., (2009) en puré de tomate redujeron el contenido de vitamina C desde 20,83
(control) hasta 19,21 mg/100 g con HPP 600 MPa (durante 15 min), y hasta 12,51
mg/100 g con TT 70 °C (durante 2 min). Otro estudio, también en puré de tomate,
observ¢ la reduccion del contenido en vitamina C desde 15,14 (control) hasta 10,6
mg/100 g con HPP 400 MPa (durante 15 min) (Sanchez-Moreno y col., 2006). De
manera similar, Marszatek y col., (2017) encontraron que en puré de fresa se redujo
el contenido de vitamina C, a dia 0, desde 53,38 (control) hasta 37,88 mg/100 g con
HPP 500 MPa + TT 50 °C.

4.2.2.8. Determinacion de compuestos fendlicos totales
Tras la aplicacion de los diferentes tratamientos en el puré de tomate se

estudiaron los cambios en el contenido de los compuestos fendlicos a lo largo del

tiempo de almacenamiento (Figura 4.25).
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Figura 4.25. Evolucién en el contenido de compuestos fendlicos totales (/L) para las muestras
control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el periodo de
almacenamiento. El control fue la muestra sin tratamiento. El TT 90 °C fue pasteurizado durante 5
min. Los TT 70/65/60 °C fueron calentados durante 5 min y, posteriormente, presurizados con
HPP 400/500/600 MPa durante 3 min.

En el caso de los tratamientos con HPP, a dia 0, el contenido de los
compuestos fenolicos se mantuvieron similares entre si (0,60, 0,61 y 0,62 g/L para
TT 70 °C + HPP 400 MPa, TT 65 °C + HPP 500 MPa y TT 60 °C + HPP 600 MPa,
respectivamente) puesto que hay poca diferencia entre las temperaturas que
emplearon en los distintos tratamientos, aunque fueron ligeramente inferiores al
control (0,64 g/L). No obstante, de estos tres tratamientos fue el TT 60 °C + HPP 600
MPa el que mejor retuvo los contenidos de los compuestos fendlicos.

Por el contrario, también a dia 0, el TT 90 °C mostré una reduccion mas
causada en el contenido de los compuestos fendlicos (0,56 g/L) respecto al control
y los tratamientos con HPP, debido a que las altas temperaturas degradaron mas a
los compuestos fenolicos.

A pesar de ello, desde el punto de vista estadistico, los compuestos fendlicos
no mostraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre todos los

tratamientos a dia 0.
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A pesar de las ligeras pérdidas tras los tratamientos empleados, en el
presente trabajo se observa que los compuestos fenodlicos, igual que en otros
trabajos, fueron resistentes a la presion (Keenan y col., 2012; Hurtado y col., 2015)
y pasteurizacion (Landl y col., 2010; Marszalek y col., 2015).

Otro aspecto importante fue la disminucion, entre el dia 0 y el dia 10, del
contenido en compuestos fendlicos de los tratamientos con HPP seguramente
causada por la actividad residual de POD (Figura 4.15); mostrando diferencias
estadisticamente significativas (p <0,05) entre el contenido en compuestos fenolicos
con estos tratamientos durante ambos dias.

A partir del dia 10 disminuy6 progresivamente, con todos los tratamientos
menos el TT 70 °C + HPP 400 MPa, el contenido en compuestos fendlicos hasta el
final del estudio de vida util, también a causa de POD. Por ello, de los tres
tratamientos que incluyeron HPP, fue el TT 70 °C + HPP 400 MPa el mejor porque
retuvo mas los contenidos de compuestos fenolicos.

Sin embargo, de todos los tratamientos del estudio fue el TT 90 °C el que
conservd mejor el contenido en compuestos fenolicos (puesto que empled mas
temperatura y redujo mas la actividad residual de POD); y evit6 la disminucion
drastica entre los dias 0 y 10.

Estos resultados concuerdan con Keenan y col, (2010), los cuales
observaron una mayor pérdida en el contenido de los compuestos fenolicos
durante el almacenamiento, en tratamientos con HPP 450 MPa durante 3 min frente
a TT 70 °C durante 10 min. De igual modo, otros autores también observaron la
degradacion en los compuestos fendlicos a lo largo del tiempo de almacenamiento
en distintos zumos y purés vegetales tratados con HPP (Cao y col., 2012; Liu y col.,
2014; Btaszczak, Amarowicz y Gérecki, 2017).

4.2.2.9. Determinacion de la capacidad antioxidante

El puré de tomate puede oxidarse y perder capacidad antioxidante durante
el procesado y almacenamiento, como resultado de reacciones enzimaticas
(principalmente por POD), quimicas y microbioldgicas.

Los resultados de la determinacion de la capacidad antioxidante de las
muestras de puré de tomate sometidas a distintos tratamientos a lo largo de la vida
util se muestran en la Figura 4.26.
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Figura 4.26. Evolucién en la capacidad antioxidante (mM Trolox/L) para las muestras control y
bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el periodo de
almacenamiento. El control fue la muestra sin tratamiento. El TT 90 °C fue pasteurizado durante 5
min. Los TT 70/65/60 °C fueron calentados durante 5 min y, posteriormente, presurizados con
HPP 400/500/600 MPa durante 3 min.

Tal y como se puede observar, a dia 0, los tratamientos con HPP apenas
afectaron a la capacidad antioxidante, sin embargo, hubo una disminucién mayor
con el TT 90 °C (0,4 mM Trolox/L) puesto que empled una elevada temperatura,
degradando a la vitamina C (Figura 4.24) y los compuesto fenolicos (Figura 4.25),
entre otros compuestos, responsables de la capacidad antioxidante.

Por este motivo, a dia 0, la capacidad antioxidante no mostré diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) entre los tratamientos que incluyeron HPP
y el control.

Otros estudios tampoco encontraron cambios en la capacidad antioxidante
en un zumo de naranja después del tratamiento con HPP (Ferndndez-Garcia y col.,
2001; Sanchez-Moreno y col., 2005).

Por el contrario, Keenan y col., (2010) informaron de ligeras diferencias
entre el estado antioxidante de smoothies vegetales tratados con HPP 450 MPa
durante 5 min y TT 70 °C durante 10 min. Estos resultados pueden ser explicados
por la inhibicién parcial de enzimas oxidasas (principalmente POD) bajo estas
condiciones de presurizacion.
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En el presente estudio tampoco hubo diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) para los tratamientos que incluyeron HPP y para el TT 90
°C, entre los dias 10 y 60 del estudio de vida util. Sin embargo, si hubo diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) entre todos los tratamientos del dia 0 y del
resto de dias hasta el final del estudio de vida util (dia 60); observandose una
pérdida gradual de la capacidad antioxidante durante el almacenamiento.

Estos resultados coinciden con los publicados por Blaszczak, Amarowicz y
Gorecki (2017), los cuales observaron una pérdida de la capacidad antioxidante a
lo largo del tiempo de almacenamiento en un zumo de aronia tratado con HPP 600
MPa durante 15 min. Esto se puede producir cuando las condiciones de
presurizacion son insuficientes para inactivar por completo las enzimas y su

actividad residual provoca la oxidacion durante el tiempo de almacenamiento.

4.2.3. Analisis microbiolégico del estudio de vida 1til en puré de tomate

4.2.3.1. Mohos y levaduras

En las Tablas 4.6 y 4.7 se muestran los resultados de los recuentos de mohos
y levaduras, respectivamente, para el puré de tomate sometido a los diferentes
tratamientos en el estudio tras 60 dias de almacenamiento.

El recuento de mohos y levaduras fue < 0,69 Log UFC/mL con todos los
tratamientos durante el almacenamiento; siendo necesario al menos 6 Log UFC/mL
para producir alteraciones sensoriales por fermentaciones segun afirmaron
Thomas y col., (2004).

Los resultados indican que todos los tratamientos empleados en el estudio
de vida 1util fueron eficaces para impedir el crecimiento a mohos y levaduras entre
el dia 0y el dia 30; por el contrario, el control mostré un crecimiento elevado puesto
que fue “sin tratamiento” y, por tanto, no se inactivaron los mismos. Estos
resultados se deben, ademas del efecto de los tratamientos, por el pH bajo del puré
de tomate (3,8) el cual sensibiliza fuertemente a los microorganismos sometidos a
HPP y/o temperaturas suaves o pasteurizaciones (Veldzquez-Estrada y col., 2012).

En mohos (Tabla 4.6) se observa como a partir del dia 40, con el TT 70 °C +
HPP 400 MPa hubo recuentos de 0,6 y 0,69 Log UFC/mL, y a partir del dia 50, con
el TT 65 °C + HPP 500 MPa hubo recuentos de 0,3 Log UFC/mL. Sin embargo, con
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los TT 90 °Cy TT 60 °C + HPP 600 MPa no hubo crecimiento durante todo el tiempo

de almacenamiento.

Tabla 4.6. Evolucion en el recuento microbioldgico de mohos (Log UFC/mL) para las
muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C durante

el estudio de vida 1itil.
Vida atil *Control ITT 90 °C TT70°C+ 2IT65°C+  2TT 60 °C +

(dias) HPP 400 HPP 500 HPP 600

MPa MPa MPa
0 1,43+1,12 <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
10 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
20 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
30 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
40 n.d. <L.D. 0,60+0,6° <L.D. <L.D.
50 n.d. <L.D. 0,69+0,5° 0,30+0,2¢ <L.D.
60 n.d. <L.D. 0,69+0,3° 0,30+0,3¢ <L.D.

ab<Los valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras
no mostraron diferencias estadisticamente significativas p > 0,05 para el tratamiento evaluado (Test
Tukey).

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 70/65/60 °C y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/mL.

n.d.: no determinado.

Por este motivo, de los tres tratamientos que incluyeron HPP fue el TT 60
°C + HPP 600 MPa el que mejor resultado obtuvo, eligiéndose como el mejor para
impedir el crecimiento de mohos en el puré de tomate.

En el caso de las levaduras (Tabla 4.7) entre el dia 40 y el dia 60, con el TT
70 °C + HPP 400 MPa hubo recuentos que oscilaron entre 0,3 y 0,69 Log UFC/mL;
y a partir del dia 50, con el TT 65 °C + HPP 500 MPa hubo recuentos de 0,3 y 0,47
Log UFC/mL. Sin embargo, con los TT 90 °C y TT 60 °C + HPP 600 MPa no hubo

crecimiento durante todo el tiempo de almacenamiento.
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Tabla 4.7. Evolucion en el recuento microbioldgico de levaduras (Log UFC/mL) para las
muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C durante

el estudio de vida util.
Vida util *Control ITT 90 °C 2TT70°C+ 2TT65°C+ 2TT 60 °C +

(dias) HPP 400 HPP 500 HPP 600

MPa MPa MPa
0 5,41+1,72 <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
10 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
20 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
30 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
40 n.d. <L.D. 0,30+0,3 <L.D. <L.D.
50 n.d. <L.D. 0,69+0,6¢ 0,30+0,3v <L.D.
60 n.d. <L.D. 0,69+0,5¢ 0,47+0,24 <L.D.

abedLos valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras
no mostraron diferencias estadisticamente significativas p > 0,05 para el tratamiento evaluado (Test
Tukey).

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 70/65/60 °C y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/mL.

n.d.: no determinado.

Por esta razon, de los tres tratamientos que incluyeron HPP fue el TT 60 °C
+ HPP 600 MPa el que mejor resultado obtuvo, eligiéndose nuevamente como el
mas eficaz para impedir el crecimiento de levaduras en el puré de tomate.

Estos resultados concuerdan con los presentados por Landl y col., (2010),
los cuales, tras aplicar HPP 400 MPa durante 5 min a un puré de manzana, no
observaron crecimiento de mohos y levaduras durante 21 dias de almacenamiento
ab5°C.

Del mismo modo, Varela-Santos y col.,, (2012) estudiaron el efecto del
tratamiento HPP 350-550 MPa, durante diferentes tiempos de procesado en la
calidad microbioldgica del zumo de granada. Estos autores indicaron que tras
aplicar una presurizacion media de 350 MPa durante 2 min, el nivel de mohos y

levaduras estuvo por debajo del limite de deteccion durante el almacenamiento.
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4.2.3.2. Bacterias aciddfilas

En la Tabla 4.8 se muestran los recuentos de bacterias acidéfilas realizados

tras los tratamientos desarrollados en el estudio entre el dia 0 y el dia 60.

Tabla 4.8. Evolucién en el recuento microbioldgico de bacterias aciddfilas (Log UFC/mL)
para las muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C
durante el estudio de vida 1itil.

Vida util *Control ITT90°C  ?TT70°C+ 2TT65°C+ 2TT60°C+

(dias) HPP 400 HPP 500 HPP 600

MPa MPa MPa
0 5,45+] <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
10 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
20 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
30 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
40 n.d. <L.D. 0,30+0,2b <L.D. <L.D.
50 n.d. <L.D. 0,60+0,5¢ 0,30+0,2v <L.D.
60 n.d. <L.D. 0,69+0,6¢ 0,84+0,34 <L.D.

abcd]os valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras
no mostraron diferencias estadisticamente significativas p > 0,05 para el tratamiento evaluado (Test
Tukey).

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 70/65/60 °C 'y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/mL.

n.d.: no determinado.

Los valores de los recuentos de bacterias aciddfilas se mantuvieron por
debajo de 0,84 Log UFC/mL para todos los tratamientos a lo largo del
almacenamiento; por el contrario, el control mostré un crecimiento mucho mas
elevado puesto que fue “sin tratamiento” y, por tanto, no se inactivaron las mismas.

Todos los tratamientos empleados fueron efectivos al mantener sin
crecimiento a las bacterias acidofilas entre el dia 0 y el dia 30. No obstante, a partir
del dia 40, con el TT 70 °C + HPP 400 MPa hubo recuentos de 0,3 y 0,69 Log
UFC/mL, y a partir del dia 50, con el TT 65 °C + HPP 500 MPa hubo recuentos de
0,3y 0,84 Log UFC/mL; con los TT 90 °C y TT 60 °C + HPP 600 MPa no se detecto

crecimiento durante todo el tiempo de almacenamiento.
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Por este motivo, de los tres tratamientos que incluyeron HPP fue el TT 60
°C + HPP 600 MPa el que mejor resultado obtuvo, eligiéndose como el mejor para
impedir el crecimiento de bacterias acidofilas en el puré de tomate.

Estos resultados concuerdan con los publicados por Vercammen y col.,
(2012) en tomate ajustado a pH 4,2 y 5, y tratado con HPP (100-800 MPa) y un
tratamiento térmico suave (60 °C); concluyeron que el tratamiento con HPP junto
con un tratamiento térmico suave de 60 °C inactiva las esporas de los
acidotermofilos Alicyclobacillus acidoterrestris 'y Bacillus coagulans, ofreciendo
perspectivas para reducir los problemas de deterioro en productos acidos causados

por estas bacterias.

4.2.3.3. Coliformes totales y E. coli

En las Tablas 4.9 y 4.10 se muestran los respectivos recuentos
microbioldgicos de coliformes totales y E. coli, para el puré de tomate tratado con

los tratamientos tras 60 dias de almacenamiento.

Tabla 4.9. Evolucidn en el recuento microbioldgico de coliformes (Log UFC/mL) para las
muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C durante
el estudio de vida 1itil.

Vida util *Control ITT90°C  2TT70°C+ ?2IT65°C+ 2TT 60 °C+

(dias) HPP 400 HPP 500 HPP 600

MPa MPa MPa
0 5,82+1,2 <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
10 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
20 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
30 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
40 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
50 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
60 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 70/65/60 °C y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.
<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/mL.

n.d.: no determinado.
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Tabla 4.10. Evolucion en el recuento microbioldgico de E. coli (Log UFC/mL) para las
muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C durante
el estudio de vida 1itil.

Vida util *Control ITT90°C  ?TT70°C+ 2TT65°C+ 2TT60°C +

(dias) HPP 400 HPP 500 HPP 600

MPa MPa MPa
0 0,69+0,5 <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
10 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
20 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
30 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
40 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
50 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
60 n.d. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 70/65/60 °C y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.
<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/mL.

n.d.: no determinado.

Los resultados muestran que no hay presencia ni crecimiento de coliformes
totales y E. coli, tras los distintos tratamientos y a lo largo del tiempo de
almacenamiento, tal y como exige el Reglamento (UE) n® 2019/229 de la Comision,
de 7 de febrero de 2019.

Por tanto, la aplicacion de todos los tratamientos de nuestro estudio fue
eficaz para impedir el crecimiento de bacterias patdgenas; por el contrario, el
control mostré un crecimiento elevado puesto que fue “sin tratamiento” y, por
tanto, no se inactivaron los mismos.

Estos resultados se deben a que tratamientos con HPP inactivan
microorganismos como E. coli (Ng y col., 2019); puesto que, se ha visto que altera
la estructura celular y las funciones fisioldgicas, rompiendo incluso las cadenas de

ADN o desactivando la selectividad de las membranas (Lado y Yousef, 2002).

4.2.3.4. Mesdfilos aerobios totales

Tal y como puede observarse en la Tabla 4.11, todos los recuentos de

microorganismos mesofilos aerobios, para todos los tratamientos empleados en las
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muestras del estudio se encontraron por debajo de 5 Log UFC/mL, siendo este el
limite establecido por el Reglamento (UE) n® 2019/229 de la Comision, de 7 de
febrero de 2019, para los mismos en alimentos.

Por el contrario, el control mostr6 un crecimiento que supero el limite (5,35
Log UFC/mL) puesto que fue “sin tratamiento” y, por tanto, no hubo nada que

impidiera su crecimiento.

Tabla 4.11. Evolucién en el recuento microbiologico de mesdfilos aerobios totales (Log
UFC/mL) para las muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8),
almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida 1til.

Vida util *Control ITT90°C  2TT70°C+ 2TT65°C+ 2TT 60 °C+

(dias) HPP 400 HPP 500 HPP 600
MPa MPa MPa

0 5,35+1,22 1,20+0,54 1,14+0,34 1,14+0,64 1,20+0,24
10 n.d. 1,46+0,64 1,00+0,64 0,47+0,2¢ 0,69+0,6¢°
20 n.d. 1,17+0,74 0,60+0,7¢ 0,84+0,69% 0,47+0,3¢
30 n.d. 0,47+0,2¢ 0,30+0,28 0,950,449 0,69+0,3¢
40 n.d. 0,47+0,3¢f 0,47+0,4f 0,60+0,3e 2,19+40,4¢
50 n.d. 3,77+1P 0,30+0,2¢ 0,69+0,5¢ 0,60+0,3¢
60 n.d. 4,17+0,3° 0,30+0,2s 0,69+0,5¢ 2,19+40,3¢

abedefg] os valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas
letras no mostraron diferencias estadisticamente significativas p > 0,05 para el tratamiento evaluado
(Test Tukey).

*Control: sin tratamiento.

1Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 70/65/60 °C y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.

En base a los resultados obtenidos, estas condiciones se alcanzaron en todos
los tratamientos de nuestro estudio a lo largo del tiempo de almacenamiento. No
obstante, en comparacion con el TT 90 °C, los tratamientos que incluyeron HPP
fueron mas eficaces en la reduccion de la carga microbiologica del puré de tomate,
aunque esto no supone una ventaja respecto al TT 90 °C, puesto que las cargas
microbioldgicas fueron bajas en ambos tipos de tratamientos.

En general, en los tratamientos con HPP los recuentos microbianos

disminuyeron a partir del dia 0. Esta disminucion se debe a la inducciéon, mediante
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el HPP, de dafios en algunos microorganismos que no son capaces de reparar con
el tiempo, provocando su muerte (De Lamo y col., 2005).

Segun otros estudios la aplicacion de HPP 200-400 MPa, fue eficaz para
suprimir la mayoria de patdgenos y microorganismos mesofilos aerobios presentes
en los zumos de frutas (Varela-Santos y col., 2012; Juarez-Enriquez y col., 2014;
Vega-Galvez y col, 2014). Scolari y col, (2015) consiguieron destruir
microorganismos por HPP 300 MPa durante 5 min en smoothies vegetales
inoculados con Zygosaccharomyces bailii 'y L. monocytogenes. Otros estudios
realizados en zumos de fruta inoculados con S. cerevisize con 106 UFC/mL, y
después sometido a tratamientos con HPP 290 MPa durante 30 min a temperatura
ambiente, dieron como resultado la inactivacion total de las levaduras (Hoover y
col., 1989).

4.2.4. Analisis sensorial del estudio de vida 1atil en puré de tomate

En la Figura 4.27 se muestra la evolucion durante el tiempo de
almacenamiento en refrigeracion (4 °C) del analisis sensorial del puré de tomate
analizado tras los distintos tratamientos empleados en el estudio.

A dia 0, ninguno de los tratamientos del estudio tuvo consecuencias
negativas graves en la calidad global del puré de tomate. De hecho, las
puntuaciones de la valoracion global de los tratamientos fueron 7,2, 7,1, 6,9 y 7,7
para el TT 90 °C, TT 70 °C + HPP 400 MPa, TT 65 °C + HPP 500 MPa y TT 60 °C +
HPP 600 MPa, respectivamente, siendo similares entre si y no mostrando
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,05). A pesar de ello, a dia 0, el TT
60 °C + HPP 600 MPa fue el que mejor valoracion global obtuvo.

En otras investigaciones la aplicacion de HPP 400 MPa durante 1-5 min en
dos tipos de productos vegetales, calabaza y brdcoli, y otro producto de calabacin,
berenjena, espinaca y acelga, no tuvo efectos negativos sobre las caracteristicas
sensoriales (Masegosa y col., 2014). De igual modo, en el estudio realizado por
Houska y col., (2006) no se encontraron diferencias sensoriales en un zumo de
brocoli y manzana, almacenado durante 70 dias, tras el tratamiento con HPP 500
MPa durante 10 min y su control. Sin embargo, la aplicacion de tratamientos mas
intensos con HPP 500-800 MPa durante 20 min modifico el sabor del zumo de

naranja (Fernandez-Garcia y col., 2001).
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Dia 0 Sabor Dia 20
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Visual Visual
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Dia 40 Sabor Dia 60 Sabor
Aroma Aroma .
Visual
Textura ~ Textura *
Valoracién global Valoracion global

== TT 90 °C
=@= Control
v= TT 70 °C + HPP 400 MPa
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== TT 60 °C + HPP 600 MPa

Figura 4.27. Evolucién del andlisis sensorial para los atributos estudiados en las muestras control
y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8) almacenadas a 4 °C durante el periodo de
almacenamiento. El control fue la muestra sin tratamiento. EIl TT 90 °C fue pasteurizado durante 5
min. Los TT 70/65/60 °C fueron calentados durante 5 min y, posteriormente, presurizados con
HPP 400/500/600 MPa durante 3 min.

Otro aspecto relevante fue que el puré de tomate tratado con HPP estuvo
libre de malos olores y sabores desagradables asociados con el tratamiento de
conservacion, mientras que el TT 90 °C, seguin los comentarios de los panelistas
expertos, desarrollé un olor y sabor persistente a fruta cocida debido al empleo de
mayor temperatura respecto a los tratamientos con HPP, lo que también explicaria
su menor frescura (Wang y col., 2003; Wang, Wang y Liao, 2015).
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Polydera, Stoforos y Taoukis, (2003) afirmaron que el desarrollo del olor y
sabor a fruta cocida seria la diferencia sensorial mas relevante entre los productos
de frutas pasteurizados. Muchos compuestos del sabor presentes en los zumos de
frutas estan sujetos a ser degradados por los tratamientos térmicos, lo que resulta
en pérdidas significativas de los sabores frutales naturales y desarrollo de sabores
de frutas cocinadas (Wang y col., 2003).

Fue el puré de tomate con el TT 60 °C + HPP 600 MPa el que tuvo la mejor
puntuacion en la valoracion global (con valores que oscilaron entre 7,7 a dia 0, y 5,8
a dia 60) a lo largo del tiempo de almacenamiento en comparacion con el puré de
tomate tratado con el resto de tratamientos del estudio; esto se debid a que este
tratamiento empled la menor temperatura de todos los tratamientos.

En otros estudios de vida util, las pérdidas cualitativas sensoriales
empezaron a ser notables a los 30 dias de almacenamiento (4 °C) en smoothies
vegetales tratados con HPP 450 MPa durante 5 min (Keenan y col., 2011) o a los 90
dias de almacenamiento (4 °C) en zumo de naranja tratado con HPP 600 MPa + TT
40 °C (Polydera, Stoforos y Taoukis, 2005).

En el estudio de vida util del puré de tomate concluimos a la vista de los
resultados globales obtenidos, que el TT 60 °C + HPP 600 MPa fue el mas idéneo
de todos los tratamientos analizados en el estudio. Esto se debe a que mantuvo las
mejores condiciones organolépticas y obtuvo los mejores resultados en los analisis
microbioldgicos, puesto que no se alteraron en ningin momento la calidad
microbioldgica; siendo importante remarcar que hasta el dia 40 en refrigeracion
(4 °C) no se alteraron las caracteristicas nutricionales con respecto a los otros

tratamientos del estudio.
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4.3. “ESTUDIO DE VIDA UTIL EN GAZPACHO: COMPARACION ENTRE
TRATAMIENTO TERMICO SUAVE, ALTA PRESION HIDROSTATICA CON
TRATAMIENTO TERMICO SUAVE Y PASTEURIZACON CONVENCIONAL”

En el estudio de vida util de puré de tomate, los tratamientos en los que se
obtuvieron los mejores resultados a nivel microbiologico y sensorial fueron: TT 90
°Cy TT 60 °C + HPP 600 MPa. Por esta razdén, se decidié continuar evaluando
dichos tratamientos en gazpacho (constituido al 70% por puré de tomate). Ademas,
al estudio de vida 1til de gazpacho se le decidi6 incluir el TT 60 °C, aprovechando
una produccidn industrial que existia previamente y cuya finalidad responde a

fines comerciales.
4.3.1. Analisis enzimatico del estudio de vida 1til en gazpacho
4.3.1.1. Actividad peroxidasa

Tal y como se puede observar en la Figura 4.28, la POD del gazpacho se
inactivo parcialmente cuando se traté con todos los tratamientos empleados en el
estudio, siendo el TT 90 °C el mas eficaz para inhibir la POD, al ser el que mayor
temperatura emple6. Con este tratamiento, a dia 0, la actividad residual que
presentd la enzima fue del 21%, y fue disminuyendo a lo largo del tiempo de
almacenamiento.

Por otro lado, tras los TT 60 °C y TT 60 °C + HPP 600 MPa, también a dia 0,
la actividad residual fue del 78 y 72%, respectivamente, mostrando nuevamente a
lo largo del tiempo de almacenamiento una disminucion progresiva en la actividad
residual; los % de actividad residual de POD con ambos tratamientos fueron muy
elevados en relacion con el TT 90 °C, puesto que las temperaturas que utilizaron
fueron muy suaves y, por tanto, no consiguieron inhibir tan eficazmente la enzima.

En base a estos resultados, de los dos tratamientos del estudio que
emplearon temperaturas suaves, se puede afirmar que el TT 60 °C + HPP 600 MPa
fue mejor inhibiendo la POD que el TT 60 °C, ya que, al incluir HPP 600 MPa
consiguid inhibir mas la enzima. No obstante, ninguno de los tratamientos del

estudio (incluido el TT 90 °C) consiguid la inactivacion total de la POD.
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Por otro lado, que los TT 90 °C y TT 60 °C + HPP 600 MPa fueran menos
eficaces inhibiendo la POD de gazpacho que la de puré de tomate, se pudo deber a
que el gazpacho contuvo diferentes isoformas de la enzima, ya que, cada uno de
los ingredientes que lo componen (tomate, pepino, pimiento, cebolla y ajo) aportd
la suya, encontrandose un efecto sinérgico por el sumatorio de la actividad POD de
cada ingrediente.

La POD no mostr¢ diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) para
los TT 60 °Cy TT 60 °C + HPP 600 MPa, entre los dias 10 y 60 del estudio de vida
util. Sin embargo, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05) para el control, el TT 90 °C y el resto de tratamientos (TT 60 °C y TT 60 °C +
HPP 600 MPa), entre los dias 0 y 60 del estudio de vida util.

120

N Control

100 F = TT 90 °C

B TT 60 °C

3 TT 60 °C + HPP 600 MPa

80
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40

Actividad residual (%)

20
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Figura 4.28. Evolucion de la actividad residual de POD (%) para las muestras control y bajo
tratamiento (ambas ajustadas a pH 4) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento.
El control fue la muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. EI TT 60

°C fue calentado durante 5 min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min y, posteriormente,
presurizado con HPP 600 MPa durante 3 min.

Los resultados concuerdan con otros estudios realizados sobre la POD en
zumos (Wibowo y col., 2019). Vervoort y col., (2011) encontraron que la actividad
residual fue del 65% en zumo de naranja tratado con HPP 600 MPa durante 1 min.
Chang y col., (2017) observaron que la actividad residual fue del 50% en zumo de
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uva tratado con HPP 600 MPa durante 5 min. Chakraborty, Rao y Mishra (2015)
redujeron la actividad relativa (A/Ao) en POD de pina desde 1 hasta 0,2 con TT 70
°C + HPP 600 MPa durante 20 min. Sin embargo, de Jesus, Leite y Cristianini (2018)
no consiguieron reducir la actividad POD de fruta agai con HPP 600 MPa durante

15 min.

4.3.2. Analisis fisico-quimico del estudio de vida 1til en gazpacho

43.2.1.pH

En la Figura 4.29 se muestra la evolucion del pH para los distintos

tratamientos desarrollados en el estudio a lo largo del tiempo de almacenamiento.

N Control

6 3 TT 90 °C

B TT 60 °C

1 TT 60 °C + HPP 600 MPa

pH

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (dias)

Figura 4.29. Evolucién del pH para las muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH
4) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento. EI control fue la muestra sin
tratamiento. EI TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5
min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min y, posteriormente, presurizado con HPP 600 MPa
durante 3 min.

Uno de los factores mas importantes a la hora de reducir y/o impedir el
crecimiento microbiano en alimentos es el pH, puesto que, tal y como se ha

comentado en el Subapartado 4.2.2.1, la mayor parte de los microorganismos que
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contaminan los alimentos crecen mal o no crecen a valores de pH &cidos < 4,6
(Crawford y col., 1996). Por ello, es fundamental ajustar los alimentos a estos
valores para evitar las contaminaciones indeseables.

Se encontrd que los valores de pH + 4 se mantuvieron constantes en los tres
tratamientos durante todos los dias del estudio de vida 1util. El pH no mostrd
diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre todos los tratamientos
durante todos los dias del estudio de vida util, debido a que no existieron
alteraciones microbioldgicas graves que pudieran afectar a sus valores, lo cual es
un indicativo de calidad para las muestras.

Los valores de pH fueron ligeramente superiores al gazpacho elaborado por
Plaza y col., (2006) (3,85) e inferiores al elaborado por Verde-Méndez y col., (2011)
(4,96).

4.3.2.2. Solidos solubles totales

Los valores del contenido en sdlidos solubles totales comprendidos entre
dia 0 y el dia 60 fueron constantes en todos los tratamientos del estudio (Figura
4.30). Por este motivo, los sélidos solubles totales no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) entre todos los tratamientos durante todos
los dias del estudio de vida 1til, presentando valores que oscilaron entre 5,4 y 5,8
°Brix, y mostrando una clara correlacion en el contenido de azticares mayoritarios
del gazpacho (Figuras 4.33, 4.34, y Tabla 4.16), que tampoco presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).

Los valores del contenido en so6lidos solubles totales (5,4-5,8 °Brix) fueron
similares al gazpacho elaborado por Verde-Méndez y col.,, (2011) (5,8 °Brix) e
inferiores al elaborado por Plaza y col., (2006) (6,87 °Brix).

Por otro lado, los resultados del estudio difieren a los publicados por Wasim
y Singh (2015) en tomate, donde si hubo una ligera reduccion en el contenido de

sOlidos solubles totales durante el tiempo de almacenamiento.
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Figura 4.30. Evolucion en el contenido de sélidos solubles totales (°Brix) para las muestras control
y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4) almacenadas a 4 °C durante el periodo de
almacenamiento. El control fue la muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue pasteurizado durante 5
min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min. El TT 60 °C fue calentado durante 5 min y,

posteriormente, presurizado con HPP 600 MPa durante 3 min.

4.3.2.3. Acidos titratables totales (acidez)

Como se observa en la Figura 4.31, a dia 0, los valores del contenido en
acidos titratables totales de todos los tratamientos empleados en el estudio fueron
ligeramente inferiores a los valores del resto de dias de almacenamiento. Sin
embargo, los mismos medidos entre el dia 10 y el dia 60 fueron similares entre si
con todos los tratamientos.

A pesar de ello, en los acidos titratables totales no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) entre todos los tratamientos durante todos
los dias del estudio de vida ttil, debido a que el pH (Figura 4.29) y los sélidos
solubles totales (Figura 4.30) se mantuvieron sin diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,05) durante el tiempo de almacenamiento.

Los valores del contenido en acidos titratables totales (0,34-0,39 g acido
citrico/mL) fueron inferiores al gazpacho elaborado por Plaza y col., (2006) (0,64 g
acido citrico/mL) y superiores al elaborado por Verde-Méndez y col., (2011) (0,14 g

acido citrico/mL).
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Figura 4.31. Evolucion en el contenido de dcidos titratables totales (g dcido citrico/100 mL) para
las muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4) almacenadas a 4 °C durante el
periodo de almacenamiento. EI control fue la muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue
pasteurizado durante 5 min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min. EI TT 60 °C fue calentado

durante 5 min y, posteriormente, presurizado con HPP 600 MPa durante 3 min.

4.3.2.4. Contenido en pulpa

Con respecto al contenido en pulpa, a dia 0, los valores fueron ligeramente
inferiores al resto de dias analizados durante el almacenamiento, aumentando su
contenido entre los dias 0 y 10, manteniéndose estables y en valores adecuados (sin
diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05)) durante el tiempo de
almacenamiento restante (Figura 4.32).

El aumento del contenido en pulpa entre los dias 0 y 10, al igual que ocurria
en las muestras del puré de tomate, pudo deberse a que las actividades residuales
de PME y PG (que actian de manera sinérgica) provocaron pérdidas de estabilidad
y viscosidad en las pectinas, precipitandolas y aumentado el contenido en pulpa
de las muestras (Duvetter y col., 2009).

Los resultados concuerdan con los publicados por Welti-Chanes, Ochoa-
Velasco y Guerrero-Beltran (2009) en zumo de naranja, ya que demostraron que el
tratamiento con HPP 50-250 MPa mantiene mucho mejor el contenido de pulpa que

un zumo sin tratar, tras 12 dias de almacenamiento a 4 °C. Por el contrario, Carreno
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y col.,, (2010) cuando trataron un zumo de mandarina con HPP 150-450 MPa,
encontraron una ligera disminucion del contenido en pulpa desde el 2,44% (zumo
sin tratar) hasta el 2,26%.
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Figura 4.32. Evolucion en el contenido de pulpa (%) para las muestras control y bajo tratamiento
(ambas ajustadas a pH 4) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento. EI TT 90 °C
fue pasteurizado durante 5 min. El control fue la muestra sin tratamiento. EI TT 60 °C fue
calentado durante 5 min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min y, posteriormente, presurizado
con HPP 600 MPa durante 3 min.

4.3.2.5. Pardametros de color

Las Tablas 4.12, 4.13 y 4.14 muestran la evolucion durante el estudio de vida
util en refrigeracion (4 °C), de los parametros L*, a*y b* analizados tras los distintos
tratamientos empleados en el estudio.

Para el valor del parametro L* (luminosidad), a dia 0, no hubo diferencias
entre los TT 90 °C (39,83), TT 60 °C (40,51) y TT 60 °C + HPP 600 MPa (40,35).

Sin embargo, a partir del dia 10 hubo ligeros cambios en los valores del

parametro L* en todos tratamientos, respecto al control (Tabla 4.12).
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Tabla 4.12. Evolucion del pardmetro colorimétrico L* (CIELab) para las muestras control y

bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida

1til.
Vida util *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C STT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa
0 39,10+0,6b¢ 39,83+0,5b¢ 40,51+1¢ 40,35+0,7¢
10 n.d. 36,80+0,7° 36,87+0,6P 36,52+0,6P
20 n.d. 39,02+0,6b¢ 37,34+0,3p 37,02+0,4°
30 n.d. 36,02+0,4° 34,76+0,82® 36,41+0,5°
40 n.d. 41,11+0,8¢ 40,17+0,5¢ 36,97+0,3°
50 n.d. 40,11+0,5¢ 39,1940, 7b¢ 37,82+0,6P
60 n.d. 37,02+0,3° 35,83+0,7° 35,81+0,6°

ab<Los valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras
no mostraron diferencias estadisticamente significativas p > 0,05 para el tratamiento evaluado (Test
Tukey).

*Control: sin tratamiento.

'Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.

En el valor del pardmetro 4% a dia 0, hubo un ligero aumento con los TT 90
°C (40,01), TT 60 °C (39,73) y TT 60 °C + HPP 600 MPa (40,33), respecto al control
(sin tratamiento) (38,72).

Sin embargo, a partir del dia 10 de almacenamiento, los valores del
parametro a* se mantuvieron similares respecto al control, en todos los
tratamientos (Tabla 4.13).
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Tabla 4.13. Evolucion del pardmetro colorimétrico a* (CIELab) para las muestras control y

bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida

util.
Vida util *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C STT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa

0 38,72+0,5b¢ 40,01+0,4¢ 39,73+0,5b¢ 40,33+0,9¢
10 n.d. 37,60+0,4° 37,18+0,2° 37,47+0,52
20 n.d. 35,81+0,6° 37,35+0,4° 37,19+0,3
30 n.d. 37,85+0,4° 37,89+0,5b 38,04+0,6P
40 n.d. 35,65+0,5 38,01+0,3° 36,91+0,42>
50 n.d. 37,65+1 37,01+0,32® 37,01+10
60 n.d. 38,55+0,5° 38,17+0,4° 38,56+0,4°

ab<Los valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras
no mostraron diferencias estadisticamente significativas p > 0,05 para el tratamiento evaluado (Test
Tukey).

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.

El valor del pardmetro b*, a dia 0, mostrd un ligero aumento con los TT 90
°C (68,22), TT 60 °C (69,5) y TT 60 °C + HPP 600 MPa (69,2), respecto al control (sin
tratamiento) (67,1).

Sin embargo, a lo largo del tiempo de almacenamiento hubo disminuciones

en el valor del pardmetro b* con todos tratamientos, respecto al control (Tabla 4.14).
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Tabla 4.14. Evolucién del pardmetro colorimétrico b* (CIELab) para las muestras control y

bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida

1til.
Vida util *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C STT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa

0 67,10+0,74e 68,22+0,4de 69,50+0,2¢ 69,20+0,3¢
10 n.d. 63,1620,3b¢ 63,29+0,3b¢ 62,70+0,6b¢
20 n.d. 66,42+0,5¢ 64,09+1¢ 63,41+0,5b¢
30 n.d. 61,83+0,6b¢ 59,71+0,5 62,72+0,3b¢
40 n.d. 68,66+0,3d 68,92+0,74¢ 63,09+0,7b¢
50 n.d. 67,56+0,9d¢ 67,66+0,54 65,34+0,5¢
60 n.d. 64,12+0,4¢ 62,91+0,4b¢ 63,14+1b¢

abede] os valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras
no mostraron diferencias estadisticamente significativas p > 0,05 para el tratamiento evaluado (Test
Tukey).

*Control: sin tratamiento.

'Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.

Analizando de nuevo el valor AE, para obtener una idea global del color
(Tabla 4.15), se puede observar que hay una gran disparidad de datos que impiden

obtener una conclusién clara.
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Tabla 4.15. Evolucion del pardmetro colorimétrico AE* (CIELab) para las muestras control
y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida
util.

Vida util *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C STT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa
0 n.d. 1,84+0,03 2,92+0,05 2,92+0,07
10 n.d. 4,69+0,09 4,66+0,08 5,23+0,06
20 n.d. 3,02+0,04 3,71+0,07 4,44+0,09
30 n.d. 6,14+0,05 8,62+0,09 5,38+0,07
40 n.d. 3,97+0,07 2,13+0,03 4,15+0,08
50 n.d. 1,55+0,08 1,76+0,09 4,02+0,09
60 n.d. 3,61+0,03 5,39+0,07 5,02+0,09

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.

De manera general, los TT 60 °C y TT 60 °C + HPP 600 MPa, conservaron
mejor el color original que el TT 90 °C, presentando este ultimo un color
ligeramente distinto y mds oscuro al resto de tratamientos (Figura 3.3).

Estos resultados tienen sentido, puesto que, la pasteurizacion favorece la
formacion de productos de degradacién, pudiendo explicar el oscurecimiento y
pérdida de color original, tal y como dicen otros autores (Sadilova y col., 2009). Por
ello, las variaciones respecto al control en los parametros L*y a*, se pueden atribuir
a la degradacion y polimerizacion de compuestos produciendo la alteracion en el
color del gazpacho. Pérez-Vicente y col., (2004) informaron que el color del zumo
de granada se hizo mas marrén con la pasteurizacion.

Por otro lado, en los resultados obtenidos también se puede observar que el
HPP con baja temperatura afecta poco a los pigmentos responsables del color, y
que el HPP retiene mejor el color que la pasteurizacion, tal y como describieron
otros autores (Contador y col., 2014; Andrés y col., 2016).

Castellari y col., (2000) mostraron que un tratamiento con HPP 600 MPa
durante 5 min y un TT 60 °C durante 10 min no tuvieron influencia sobre el
parametro L* de la cerveza. Sin embargo, otros parametros de color (a* b* y C¥)
mostraron valores mas altos en el caso del TT 60 °C.
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Algunos autores afirmaron que tiene sentido pensar que las modificaciones
que se observan en los parametros L* a* y b* a lo largo del tiempo de
almacenamiento se deben, entre otros factores, a la accion de la POD (Chutia y col.,
2019), ya que, tras los tratamientos sometidos al gazpacho del presente estudio, esta
enzima solo fue inhibida parcialmente (Figura 4.28).

Posiblemente, la actividad enzimatica residual de la POD contribuy¢ a los
cambios en el color que presentaron las muestras de gazpacho con los tratamientos

a lo largo del tiempo de almacenamiento.

4.3.2.6. Aziicares mayoritarios (glucosa, fructosa y sacarosa)

Las Figuras 4.33 y 4.34, y la Tabla 4.16 muestran el efecto de los tratamientos
de conservacién y el tiempo de almacenamiento (60 dias) sobre el contenido en
glucosa, fructosa y sacarosa, respectivamente.

En general, el perfil de los azticares del gazpacho no se vio afectado por los
tratamientos y ni por el tiempo de almacenamiento, tal y como describieron
Mihretu y Bhalekar (2016), y Vervoort y col., (2011). El principal azticar encontrado
fue la fructosa con un contenido medio de 14,21 g/L. No obstante, la glucosa y la
fructosa se determinaron en cantidades promedio similares entre si tras los
distintos tratamientos.

Al igual que en el estudio de vida util en puré de tomate, el contenido de
glucosa de las muestras del gazpacho se mostro semejante en todos tratamientos
durante el periodo de almacenamiento, oscilando entre 11,81 y 14,22 g/L, y no
mostrando diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre todos los
tratamientos durante todos los dias del estudio de vida util (Figura 4.33).

De igual modo, en el contenido de fructosa tampoco hubo diferencias a
causa de los tratamientos ni a lo largo del tiempo de almacenamiento, oscilando
entre 13,35 y 14,72 g/L, y no mostrando diferencias estadisticamente significativas
(p 2 0,05) entre todos los tratamientos durante todos los dias del estudio de vida
util (Figura 4.34).
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Figura 4.33. Evolucion en el contenido de glucosa (g/L) para las muestras control y bajo
tratamiento (ambas ajustadas a pH 4) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento.
El control fue la muestra sin tratamiento. E1 TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. EI TT 60

°C fue calentado durante 5 min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min y, posteriormente,

presurizado con HPP 600 MPa durante 3 min.
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Figura 4.34. Evolucion en el contenido de fructosa (/L) para las muestras control y bajo
tratamiento (ambas ajustadas a pH 4) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento.
El control fue la muestra sin tratamiento. El TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. EI TT 60

°C fue calentado durante 5 min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min y, posteriormente,

presurizado con HPP 600 MPa durante 3 min.
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Tras los tratamientos y el posterior almacenamiento, el contenido de
sacarosa se mantuvo siempre por debajo del limite de deteccidon (< 1 g/L) en todas
las muestras analizadas (también en el control (sin tratamiento)) (Tabla 4.16).

Autores como Butz y col.,, (2003), y Hurtado y col., (2015) también han
documentado la falta de sacarosa en zumos tratados con temperaturas suaves y

pasteurizados.

Tabla 4.16. Evolucién en el contenido de sacarosa (g/L) para las muestras control y bajo

tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida nitil.

Vida atil *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C STT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa
0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
10 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
20 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
30 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
40 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
50 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
60 n.d. <1,0 <1,0 <1,0

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.

En resumen, como se puede comprobar en las Figuras 4.33, 4.34 y en la
Tabla 4.16, en los niveles de azucares mayoritarios no hay diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) con los tratamientos a lo largo del tiempo
de almacenamiento, demostrando que no hay contaminacién microbiologica. En
caso contrario, los microrganismos fermentarian los azticares y los transformarian
en alcoholes, lo que supondria un descenso notable en sus concentraciones (ademas
de alteraciones en el pH); esto no sucede, por lo tanto, se puede afirmar la

idoneidad de todos los tratamientos durante el tiempo de almacenamiento.
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4.3.2.7. Nivel de vitamina C

En la Figura 4.35 se muestra la evolucion durante el tiempo de
almacenamiento en refrigeracion (4 °C) del contenido en vitamina C analizado tras

los distintos tratamientos empleados en el estudio.
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Figura 4.35. Evolucion en el contenido de vitamina C (mg/100 g) para las muestras control y bajo
tratamiento (ambas ajustadas a pH 4) almacenadas a 4 °C durante el periodo de almacenamiento.
El control fue la muestra sin tratamiento. E1 TT 90 °C fue pasteurizado durante 5 min. EI TT 60

°C fue calentado durante 5 min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min y, posteriormente,
presurizado con HPP 600 MPa durante 3 min.

Seguin el Reglamento (UE) n® 1169/2011 del Parlamento Europeo y del
Consejo, de 25 de octubre de 2011, para declarar un zumo/puré o bebida vegetal
como fuente de vitamina C se requiere un contenido minimo de 6 mg/100 g. En
base a esto, tras la aplicacion de todos los tratamientos el gazpacho sigui6 siendo
fuente de vitamina C hasta el dia 60 del almacenamiento.

El control, el TT 90 °C y el TT 60 °C + HPP 600 MPa a dia 0, mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) respecto al resto de dias del
estudio de vida util. Por otro lado, también a dia 0, la aplicacién de los tratamientos
generd una ligera pérdida en el contenido de vitamina C, respecto al control,

mostrandose significativamente diferente (p < 0,05) al resto de tratamientos.
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Estos resultados fueron similares a los publicados en diferentes estudios,
comprobandose que la vitamina C es degradada bajo tratamientos con HPP y/o
temperaturas suaves. Patras y col., (2009) en puré de tomate redujeron el contenido
en vitamina C desde 20,83 (control) hasta 19,21 mg/100 g con HPP 600 MPa durante
15 min, y hasta 12,51 mg/100 g con TT 70 °C durante 2 min. De manera similar,
Marszatek y col., (2017) encontraron que en puré de fresa se redujo el contenido en
vitamina C desde 53,38 (control) hasta 37,88 mg/100 g con HPP 500 MPa + TT 50
°C.

Durante los primeros 20 dias del estudio, los TT 90 °Cy TT 60 °C + HPP 600
MPa presentaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), siendo
siempre superior el contenido de vitamina C con el TT 90 °C. Esta tendencia en
relacién al contenido de vitamina C fue uniforme entre los dias 30 y 60 del estudio
de vida til, con respecto a los tratamientos TT 90 °C y TT 60 °C + HPP 600 MPa.

El TT 60 °C durante los primeros 20 dias del estudio de vida util mostrd
valores intermedios del contenido de vitamina C cuando se compar6 con el resto
de tratamientos. E1 TT 60 °C entre los dias 30 y 50 presento, de manera significativa
(p = 0,05), menor contenido de vitamina C respecto al TT 90 °C. Sin embargo, a lo
largo del estudio de vida 1til el contenido de vitamina C del TT 60 °C + HPP 600
MPa fue superior al TT 60 °C, aunque no presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05).

Por otro lado, los resultados demuestran que durante el tiempo de
almacenamiento con todos los tratamientos hubo una pérdida en el contenido de
vitamina C progresiva y gradual a lo largo del tiempo de almacenamiento, causada
principalmente por la actividad residual de POD. De este modo, los resultados del
estudio concuerdan con los publicados por Andrés y col., (2016), los cuales,
tratando con HPP 650 MPa durante 3 min un smoothie de soja, observaron una
reduccion gradual durante el tiempo de almacenamiento del contenido en vitamina
C desde 70 mg/100 mL a dia 0, hasta 43 mg/100 mL a dia 45. De manera similar,
Jayathunge y col., (2015) observaron la reduccion en el contenido de vitamina C
desde 220 mg/100 mg a dia 0, hasta 7 mg/100 mg a dia 12, en un zumo de tomate
tratado con 600 MPa durante 1 min.

En general, los TT 60 °C y TT 60 °C + HPP 600 MPa retuvieron peor el
contenido en vitamina C que el TT 90 °C, a lo largo del tiempo de almacenamiento.
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Por esta razén, de todos los tratamientos del estudio el TT 90 °C fue el mejor, puesto
que retuvo mas el contenido en vitamina C.

4.3.2.8. Determinacion de compuestos fendlicos totales
Una vez procesado el gazpacho con los diferentes tratamientos empleados

en el estudio, se estudiaron los cambios en el contenido de los compuestos fendlicos

a lo largo del tiempo de almacenamiento (Figura 4.36).
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Figura 4.36. Evolucién en el contenido de compuestos fendlicos totales (/L) para las muestras
control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4) almacenadas a 4 °C durante el periodo de
almacenamiento. El control fue la muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue pasteurizado durante 5
min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min y,

posteriormente, presurizado con HPP 600 MPa durante 3 min.

A dia 0, los contenidos en compuestos fenodlicos de los TT 60 °C y TT 60 °C
+ HPP 600 MPa fueron de 0,75 y 0,78 g/L, respectivamente, siendo similares al
control (0,78 g/L); por lo que estos tratamientos apenas los degradaron, ya que,
emplearon temperaturas suaves. Sin embargo, también a dia 0, el TT 90 °C redujo
ligeramente mas, que los tratamientos anteriores, el contenido en los compuestos

fenolicos (0,7 g/L), debido al empleo de una mayor temperatura.
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A pesar de ello, los compuestos fendlicos no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,05) entre todos los tratamientos a dia 0.

Por esta razon, los resultados demuestran que, coincidiendo con lo
encontrado en la bibliografia, los compuestos fendlicos fueron bastante resistentes
a la presurizacion (Hurtado y col., 2015; Kieling, Barbosa-Canovas y Prudencio,
2018; Bansal y col., 2018) y pasteurizacion (Marszalek y col., 2015; Siguemoto y col.,
2019).

A partir del dia 10, en todos los tratamientos disminuyd progresiva y
gradualmente el contenido en compuestos fendlicos hasta el final del estudio de
vida util. A pesar de ello, el TT 90 °C conservo mejor, que el resto de tratamientos,
el contenido en los compuestos fenolicos, puesto que fue mas eficaz en la inhibicion
de POD (Figura 4.28). No obstante, tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) entre todos los tratamientos a dia 20, 40,
50 y 60. Por el contrario, si se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) entre los TT 90 °C y TT 60 °C a dia 10, y TT 90 °C y TT 60 °C
+ HPP 600 MPa a dia 30.

Los resultados obtenidos concuerdan con Keenan y col., (2010), los cuales
observaron una mayor pérdida en el contenido de los compuestos fenolicos
durante el almacenamiento, en tratamientos con HPP 450 MPa durante 3 min frente
aTT 70 °C durante 10 min. De manera similar, otros autores también observaron la
degradacion en los compuestos fendlicos, a lo largo del tiempo de almacenamiento,
en distintos zumos y purés vegetales tratados con HPP y/o TT (Liu y col., 2014;
Btaszczak, Amarowicz y Gdrecki, 2017; Spira y col., 2018).

4.3.2.9. Determinacion de la capacidad antioxidante

Desde el punto de vista de la actividad estructural y quimica, moléculas
como la vitamina C o los compuestos fendlicos actian como antioxidantes
naturales (Jayachandran, Chakraborty y Rao, 2015).

En la Figura 4.37 se muestra la evolucion durante el tiempo de
almacenamiento en refrigeracion (4 °C) de la capacidad antioxidante analizada tras

los distintos tratamientos empleados en el estudio.
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Figura 4.37. Evolucion en la capacidad antioxidante (mM Trolox/L) para las muestras control y
bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4) almacenadas a 4 °C durante el periodo de
almacenamiento. El control fue la muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue pasteurizado durante 5
min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min. El TT 60 °C fue calentado durante 5 min y,

posteriormente, presurizado con HPP 600 MPa durante 3 min.

A dia 0, la capacidad antioxidante del gazpacho tratado con TT 60 °Cy TT
60 °C + HPP 600 MPa (0,36 y 0,37 mM Trolox/L, respectivamente) apenas difiri6 del
control (0,39 mM Trolox/L) puesto que emplearon temperaturas suaves que no
consiguieron alterarla. Por el contrario, hubo una ligera disminucién de la misma
con el TT 90 °C (0,31 mM Trolox/L), ya que empleé mayor temperatura que los
tratamientos anteriores. No obstante, la capacidad antioxidante no mostrd
diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre todos los tratamientos a
dia 0.

Sanchez-Moreno y col, (2005) tampoco encontraron cambios en la
capacidad antioxidante en zumo de naranja después del tratamiento con HPP. Sin
embargo, Bansal y col., (2018) observaron un ligero aumento en la capacidad
antioxidante del zumo de lima dulce desde 67,3 hasta 69,21 (% DPPH), tras ser
tratado con HPP 500 MPa durante 10 min. Estos mismos autores comprobaron la
disminucion en la capacidad antioxidante desde 67,3 hasta 62,1 (% DPPH), tras el
TT 90 °C durante 1 min.
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Entre los dias 0 y 10, con todos los tratamientos del estudio, hubo una
disminucion en la capacidad antioxidante del gazpacho puesto que disminuyeron
las concentraciones de vitamina C (Figura 4.35) y compuestos fenolicos (Figura
4.36) a causa de la actividad residual de POD (Figura 4.28). Ademas, la capacidad
antioxidante de todos los tratamientos disminuy6 progresivamente a medida que
avanzo el tiempo de almacenamiento. Sin embargo, tampoco hubo diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) para los TT 90 °C, TT 60 °C y TT 60 °C +
HPP 600 MPa, entre los dias 10 y 60 del estudio de vida util. Por el contrario, si
hubo diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre todos los
tratamientos del dia 0 y del resto de dias hasta el final del estudio de vida util (dia
60).

Los resultados coinciden con los publicados por Btaszczak, Amarowicz y
Gorecki (2017), los cuales observaron una pérdida de la capacidad antioxidante a
lo largo del tiempo de almacenamiento en un zumo de aronia tratado con HPP 600
MPa durante 15 min. Esto se puede deber a que cuando las condiciones de
presurizacion aplicadas no son suficientes para la inactivacion de las enzimas, las
actividades residuales pueden favorecer la oxidaciéon durante el tiempo de
almacenamiento.

Por lo mencionado en los parrafos anteriores, se puede concluir que en el
presente estudio el tiempo de almacenamiento afectdé mds a la capacidad
antioxidante que los tratamientos empleados; ademds, de los tres tratamientos
empleados, fue el TT 90 °C el que mejor conservé la capacidad antioxidante del
gazpacho durante el tiempo de almacenamiento.

Los resultados concuerdan con el estudio de vida ttil publicado por Keenan
y col.,, (2010). Estos autores tras presurizar smoothies mostraron una mayor
reduccion de la capacidad antioxidante, sugiriendo, una vez mas, que los enzimas
oxidativos pueden contribuir a la reduccion de la capacidad antioxidante, mientras
que la inhibicion térmica de estos enzimas ayudaria a estabilizar el estado

antioxidante de los smoothies de frutas.
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4.3.3. Analisis microbiolégico del estudio de vida util en gazpacho

4.3.3.1. Mohos y levaduras

Las Tablas 4.17 y 4.18 muestran los resultados de los recuentos de mohos y
levaduras del gazpacho tratado con los tratamientos durante el tiempo de
almacenamiento.

Los valores de los recuentos de mohos y levaduras se mostraron inferiores
al limite de deteccion (0,1 Log UFC/mL) durante el tiempo que durd el estudio de
vida util; sin embargo, el control mostrd crecimiento de ambos grupos de
microorganismos puesto que fue “sin tratamiento” y, por tanto, no se inactivaron
los mismos. Esta ausencia de crecimiento se puede deber, ademas del efecto de los
tratamientos, por el pH bajo del gazpacho (pH 4) el cual sensibiliza fuertemente a
los microorganismos sometidos a HPP y/o temperaturas suaves o pasteurizaciones
(Velazquez-Estrada y col., 2012).

Por tanto, los resultados indican que todos los tratamientos empleados en
el estudio de vida util fueron igual de efectivos para impedir el crecimiento a
mohos y levaduras durante el tiempo de almacenamiento. De hecho, en ningtin
momento se aproximaron a los 6 Log UFC/mL necesarios para producir
alteraciones sensoriales por fermentacion tal y como afirmaron Thomas y col.,
(2004).

No obstante, hubo recuentos bajos en los controles de mohos (2,38 Log
UFC/mL) y levaduras (2,61 Log UFC/mL), por lo que no se plantearon grandes
dificultades a la hora de impedir su crecimiento con los tratamientos y mantenerlos

por debajo del limite de deteccién durante el tiempo de almacenamiento.
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Tabla 4.17. Evolucién en el recuento microbioldgico de mohos (Log UFC/mL) para las
muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C durante el
estudio de vida 1itil.

Vida util *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C STT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa
0 2,38+1,2 <LD <LD <LD
10 n.d. <LD <LD <LD
20 n.d. <LD <LD <LD
30 n.d. <LD <LD <LD
40 n.d. <LD <LD <LD
50 n.d. <LD <LD <LD
60 n.d. <LD <LD <LD

*Control: sin tratamiento.

1Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.
<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/mL.

n.d.: no determinado.

Tabla 4.18. Evolucién en el recuento microbioldgico de levaduras (Log UFC/mL) para las
muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C durante el

estudio de vida uitil.

Vida uatil *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C STT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa
0 2,61+1,3 <LD <LD <LD
10 n.d. <LD <LD <LD
20 n.d. <LD <LD <LD
30 n.d. <LD <LD <LD
40 n.d. <LD <LD <LD
50 n.d. <LD <LD <LD
60 n.d. <LD <LD <LD

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.
<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/mL.

n.d.: no determinado.

Diversos estudios han comprobado la eficacia del HPP con temperaturas

suaves en la inactivacion de mohos y levaduras presentes de manera natural en los
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zumos/purés y bebidas vegetales (Hartyani, Dalmadi y Knorr, 2013; Chai y col.,
2014; Liu y col., 2014; Andrés, Villanueva y Tenorio, 2016).

Shahabaz y col., (2016) analizaron el efecto del HPP sobre la calidad del
zumo de manzana, observando que el tratamiento con HPP 500 MPa durante 1 min
redujo en 5,8 Log UFC/mL a S. cerevisiae. Li y col., (2015) en un smoothie vegetal
redujeron los recuentos de mohos y levaduras en 2,5 Log UFC/mL, tras el
tratamiento con HPP 550 MPa durante 2-10 min. Moussa y col., (2017) en zumo de
cactus, redujeron los recuentos de mohos y levaduras en 3 Log UFC/mL tras el
tratamiento con HPP 600 MPa durante 10 min. Hurtado y col., (2017) con HPP 350
MPa durante 7 min, redujeron en 1,8 Log UFC/mL los recuentos de mohos y
levaduras en un smoothie de frutas rojas, naranja, banana y lima. Hsu, Tan y Chi
(2008) en zumo de tomate, redujeron los recuentos mohos y levaduras a 3,6-3,7 Log

UFC/mL, respectivamente, tras ser tratado con 300-500 MPa durante 10 min.
4.3.3.2. Bacterias acidofilas

La evolucion en el recuento de bacterias aciddfilas analizado tras los
tratamientos desarrollados en el estudio durante el tiempo de almacenamiento se
muestra en la Tabla 4.19. Este grupo microbioldgico suele tratarse de bacterias
capaces de desarrollarse en condiciones de bajo pH (<4,6).

Los valores de los recuentos de bacterias aciddfilas se mantuvieron por
debajo del limite de deteccion (0,1 Log UFC/mL) a lo largo del estudio de vida util;
por el contrario, el control mostré un crecimiento muy elevado puesto que fue “sin
tratamiento” y, por tanto, no se inactivaron las mismas.

Los resultados demuestran que todos los tratamientos empleados en el
estudio fueron efectivos para impedir el crecimiento de bacterias acidofilas durante
el almacenamiento. Esto se debe principalmente al efecto de los tratamientos, ya
que, dentro de este grupo de microorganismos pueden encontrarse los acidofilicos
o acidotolerantes capaces de crecer a pH menores (Yamazaki, Teduka y Shinano,
1996) o iguales (Mallidis y col., 1990) al ajustado en gazpacho (pH 4).

Los resultados obtenidos fueron similares a los descritos por Vercammen y
col., (2012) en puré de tomate ajustado a pH 4,2 y 5, y tratado con HPP 100-800 MPa
y un TT 60 °C. Estos autores observaron que el tratamiento con HPP junto con un
TT 60 °C inactivo las esporas de los acidotermofilos Alicyclobacillus acidoterrestris y
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Bacillus coagulans, ofreciendo perspectivas para reducir los problemas de deterioro

en productos acidos causados por estas bacterias.

Tabla 4.19. Evolucion en el recuento microbioldgico de bacterias aciddfilas (Log UFC/mL)
para las muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C

durante el estudio de vida 1itil.

Vida util *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C 3TT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa
0 5,65+1,3 <LD <LD <LD
10 n.d. <LD <LD <LD
20 n.d. <LD <LD <LD
30 n.d. <LD <LD <LD
40 n.d. <LD <LD <LD
50 n.d. <LD <LD <LD
60 n.d. <LD <LD <LD

*Control: sin tratamiento.

1Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.
<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/mL.

n.d.: no determinado.
4.3.3.3. Coliformes totales y E. coli

Las Tablas 4.20 y 4.21 muestran los resultados microbioldgicos de los
recuentos de coliformes totales y E. coli, respectivamente, para el gazpacho tratado
con los tratamientos empleados en el estudio durante el tiempo de
almacenamiento.

En los resultados obtenidos se observa que los recuentos de coliformes
totales y E. coli estuvieron ausentes tras los distintos tratamientos y a lo largo del
tiempo de almacenamiento, tal y como exige el Reglamento (UE) n® 2019/229 de la
Comision, de 7 de febrero de 2019; por el contrario, el control mostré un crecimiento
elevado puesto que fue “sin tratamiento” y, por tanto, no se inactivaron los mismos.

Por lo tanto, todos los tratamientos del estudio fueron igual de eficaces para
impedir el crecimiento de las bacterias patdogenas mas comunes en zumos/purés y

bebidas vegetales.
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Tabla 4.20. Evolucion en el recuento microbioldgico de coliformes (Log UFC/mL) para las
muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C durante el

estudio de vida util.

Vida util *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C 3TT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa
0 2,39+1,5 <LD <LD <LD
10 n.d. <LD <LD <LD
20 n.d. <LD <LD <LD
30 n.d. <LD <LD <LD
40 n.d. <LD <LD <LD
50 n.d. <LD <LD <LD
60 n.d. <LD <LD <LD

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.
<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/mL.

n.d.: no determinado.

Tabla 4.21. Evolucién en el recuento microbiolégico de E. coli (Log UFC/mL) para las
muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C durante el

estudio de vida util.

Vida util *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C 3TT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa
0 0,69+0,4 <LD <LD <LD
10 n.d. <LD <LD <LD
20 n.d. <LD <LD <LD
30 n.d. <LD <LD <LD
40 n.d. <LD <LD <LD
50 n.d. <LD <LD <LD
60 n.d. <LD <LD <LD

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.
<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/mL.

n.d.: no determinado.
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Los resultados confirman que es posible obtener un gazpacho libre de
microorganismos patogénicos mediante la aplicacion del TT 60 °C + HPP 600 MPa
o incluso el TT 60 °C, sin aditivos antimicrobianos adicionales. Por esta razén, no
fue necesario aplicar mayores temperaturas para mantener los estandares
microbiologicos que, por otro lado, podrian provocar cambios sensoriales
indeseables. De esta forma la calidad microbioldgica en gazpacho se puede
asegurar sin gran dificultad a través del HPP o incluso con un simple tratamiento
térmico suave (TT 60 °C).

En otros trabajos, presiones entre 200 y 600 MPa con un rango de
temperaturas suaves (20-70 °C), fueron eficaces en la inactivacion de la mayoria de
patdgenos en fase vegetativa presentes en los zumos y bebidas vegetales (Bayindirli
y col., 2006; Balasubramaniam y Farkas, 2008; Vega-Galvez y col., 2014; Ng y col.,
2019).

Berenhauser y col., (2018) estudiaron el efecto del CO2 cambiando con el
HPP en la inactivacion de bacterias aerobias mesofilas y E. coli ATCC 25922
previamente inoculadas en leche humana. Estos autores observaron una
disminucién significativa en el recuento microbiano de bacterias mesofilicas
aerdbicas y de E. coli. Sus resultados indicaron que el procesamiento de CO: con
HPP fue eficaz para reemplazar el proceso actual de pasteurizacion de la leche
humana utilizando bajas temperaturas.

Pokhrel y col., (2019) estudiaron la eficacia del HPP 200-500 MPa solo o en
combinacidn con TT 35 y 50 °C y nisina (25 y 50 ppm) para la inactivaciéon de L.
innocua 'y E. coli en zumo de zanahoria. El procesamiento con HPP 500 MPa a 20 °C
durante 2 min, sin nisina, dio lugar a una reduccién de 4 y 5 Log UFC/mL en L.
innocua 'y E. coli, respectivamente. Ademas, se observo sinergismo entre el HPP, la
nisina y el TT en todos los tratamientos para inactivar ambos microorganismos.

Zhu y col., (2019) estudiaron el efecto del procesamiento no térmico con
UVC y HPP sobre el contenido nutritivo (proteina, vitamina C, polifenoles y
antioxidantes), las caracteristicas de calidad (viscosidad y color) y la seguridad
microbioldgica en la leche de nuez tigre. Estos autores establecieron los parametros
de los tratamientos anteriores para conseguir una reduccién de 5 Log UFC/mL en
E. coli P36, L. innocua ATCC 51742 y S. Typhimurium WG49 inoculados en la leche
de nuez tigre. Por tanto, el TT 60 °C durante 30 min, el HPP 500 MPa durante 2 min
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y el UVC a 45,2 mJ/cm? consiguieron reducir en 5 Log UFC/mL cada uno de los

tres patdgenos mencionados anteriormente.

4.3.3.4. Mesdfilos aerobios totales

Los recuentos de los microorganismos mesofilos aerobios realizados tras los

tratamientos desarrollados en el estudio de gazpacho se muestran en la Tabla 4.22.

Tabla 4.22. Evolucion en el recuento microbioldgico de mesdfilos aerobios totales (Log
UFC/mL) para las muestras control y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4),
almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida vtil.

Vida util *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C STT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa

0 6,35+1,12 <LD 3,36+0,4° 3,61+1°

10 n.d. 3,61+0,8° 3,21+0,7° 3,14+0,4°
20 n.d. 3,02+0,9° 3,15+0,5° 3,01+1°

30 n.d. 3,72+1°b 3,45+1b 3,19+0,8°
40 n.d. 3,360,6° 3,17+1° 3,32+0,5°
50 n.d. 3,67+1° 3,77+0,5° 3,61+0,9°
60 n.d. 3,68+0,5° 3,731 3,76+0,7°

abLos valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras no
mostraron diferencias estadisticamente significativas p > 0,05 para el tratamiento evaluado (Test Tukey).
*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/mL.

n.d.: no determinado.

Segun el Reglamento (UE) n® 2019/229 de la Comision, de 7 de febrero de
2019, para productos alimentarios se requiere un nivel de microorganismos
mesofilos aerobios por debajo de 5 Log UFC/mL. Estas condiciones se alcanzaron
en todos los tratamientos del estudio durante el tiempo de almacenamiento, ya que,
los mismos fueron igual de eficaces en la reduccion de la carga microbioldgica del
gazpacho; por el contrario, el control mostrd un crecimiento que superd el requisito
(6,35 Log UFC/mL) puesto que fue “sin tratamiento” y, por tanto, no hubo nada

que impidiera el crecimiento.
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En otros estudios, el recuento de mesdfilos aerobios totales también se
encontro, a lo largo de almacenamiento, dentro del limite requerido gracias al
efecto de los tratamientos (Vega-Galvez y col., 2014; Scolari y col., 2015; Kieling,
Barbosa-Canovas y Prudencio, 2018) y a la actividad antimicrobiana del ajo (Judrez-
Segovia y col., 2019).

Ademas, el pH bajo del gazpacho también constituye un factor crucial para
su conservacion, y tiene un papel determinante en la estabilidad microbioldgica de

este producto (Crawford y col., 1996).
4.3.4. Analisis sensorial del estudio de vida 1til en gazpacho

En la Figura 4.38 se muestra la evolucion durante el tiempo de
almacenamiento en refrigeraciéon (4 °C) del andlisis sensorial del gazpacho
analizado tras los distintos tratamientos empleados en el estudio.

El gazpacho presenta un sabor complejo a causa de la mezcla de vegetales
y condimentos que lo constituyeron (Plaza y col., 2006; Verde-Méndez y col., 2011).
Este producto tiene caracteristicas organolépticas tales como: un peculiar sabor,
color, aroma y textura.

A dia 0,1los TT 60 °C y TT 60 °C + HPP 600 MPa no tuvieron consecuencias
negativas sobre la calidad global del gazpacho. Por el contrario, también a dia 0,
tras el TT 90 °C hubo una pérdida en la puntuacion del atributo de sabor respecto
al control, encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre
la puntuacién de este tratamiento (7,7) y la del TT 60 °C + HPP 600 MPa que obtuvo
la puntuacién mas alta de sabor (9,1). Por otro lado, para el atributo de textura el
TT 60 °C + HPP 600 MPa sigui¢ siendo el que mayor puntuacién obtuvo (8,1), frente
al resto de tratamientos (7,8 y 7,7 para el TT 60 °C y TT 90 °C, respectivamente).

Por ello, a dia 0, el gazpacho tratado con el TT 60 °C + HPP 600 MPa obtuvo
mayor puntuacién en la valoracién global (9,2) que el control (7,8), TT 60 °C (7,8) y
TT 90 °C (7,7).

A lo largo del tiempo de almacenamiento y para todos los tratamientos
hubo una pérdida de calidad sensorial progresiva causada por la actividad
enzimatica (Ng y col., 2019) y la alteracién microbioldgica (Zhou y col., 2014). No
obstante, el gazpacho tratado con el TT 60 °C + HPP 600 MPa retuvo los atributos
sensoriales mejor que el resto de tratamientos del estudio, ya que, la aplicacion de
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HPP tiene pocas posibilidades de afectar a la estructura de pequefios compuestos
moleculares del sabor, ademds si la temperatura previa a los tratamientos de
presurizacion es suave (< 70 °C), se reduce el riesgo de alteracion de compuestos
de sabor. Ademas, aunque los resultados de los recuentos microbiologicos fueron

similares en los tres tratamientos, la aplicacion de HPP pudo proporcionar un valor

anadido a la estabilidad microbioldgica (Zhu y col., 2019; Pokhrel y col., 2019).

Dia 0 Sabor Dia 20
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Visual Visual
Textura Textura ~
Valoracién global Valoracién global
Dia 40 Sabor Dia 60 Sabor
Aroma . Aroma .
Visual Visual
Textura ~ Textura ~
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=@ TT 90 °C
=@= Control
V= TT 60 °C

A TT 60 °C + HPP 600 MPa

Figura 4.38. Evolucion del andlisis sensorial para los atributos estudiados en las muestras control

y bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4) almacenadas a 4 °C durante el periodo de

almacenamiento. El control fue la muestra sin tratamiento. EI TT 90 °C fue pasteurizado durante 5
min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min. EI TT 60 °C fue calentado durante 5 min y,

posteriormente, presurizado con HPP 600 MPa durante 3 min.
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Por lo mencionado anteriormente, podemos concluir que el gazpacho con
el TT 60 °C + HPP 600 MPa fue el mejor sensorialmente, puesto que obtuvo la mayor
puntuacion en la valoracion global para todos los puntos de muestreo evaluados a
lo largo del tiempo de almacenamiento, escogiéndose como el tratamiento mas
adecuado.

En el estudio de vida util del gazpacho concluimos a la vista de los
resultados globales obtenidos, que el TT 60 °C + HPP 600 MPa fue el mas idoneo
de todos los tratamientos analizados en el estudio. Esto se debe a que mantuvo las
mejores condiciones organolépticas y obtuvo resultados en los analisis
microbioldgicos que se encontraron dentro de los limites exigidos por Reglamento
(UE) n® 2019/229 de la Comisidn, de 7 de febrero de 2019.
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4.4. “CARACTERIZACION ANALITICA Y APROVECHAMIENTO INTEGRAL
DE LOS SUBPRODUCTOS DEL GAZPACHO PARA PANIFICACION”

4.4.1. Analisis fisico-quimico de los subproductos del gazpacho
4.4.1.1.pH

Los resultados del analisis el pH de los subproductos se muestra en la
Figura 4.39.

Estos resultados muestran que no existen diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) entre los valores de pH de los subproductos de gazpacho
(4,2), cebolla (4,22) y ajo (4,14). El valor de pH del subproducto de gazpacho fue
superior al descrito en gazpacho por Plaza y col.,, (2006) (3,8). En el caso de los
subproductos de pimiento, pepino y tomate, los valores de pH fueron 5,23, 6 y 4,88,
respectivamente. Estos resultados fueron similares a los descritos por Verde-
Méndez y col, (2011) para pimiento, pepino y tomate, 6,15, 586 y 4,54,
respectivamente. Sin embargo, el valor de pH del subproducto de limon fue 3,30,
(mostrando diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) respecto al resto
de valores de pH de los subproductos) siendo el valor mas bajo de todos los

subproductos que constituyen el subproducto de gazpacho.
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Figura 4.39. Valor del pH en el subproducto de gazpacho y en los distintos subproductos

constituyentes del subproducto de gazpacho.
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4.4.1.2. Nivel de vitamina C

Tal y como se aprecia en la Figura 4.40, el contenido en vitamina C de los
subproductos de gazpacho (14,3 mg/100 g) y tomate (15,3 mg/100 g) no mostrd
diferencias estadisticamente significativas entre si (p > 0,05), posiblemente debido
a que el subproducto de gazpacho estd constituido principalmente por
subproducto de tomate.

Estos valores de vitamina C en subproductos de gazpacho y tomate son
muy similares a los obtenidos por Verde-Méndez y col., (2011) en gazpacho (14,8
mg/100 g) y tomate (15,8 mg/100 g), respectivamente. Para los subproductos de
pimiento y limén analizados, el contenido en vitamina C fue de 30 y 58,71 mg/100
g, respectivamente, mostrandose estadisticamente diferentes entre si y respecto al
resto de subproductos analizados (p < 0,05); el subproducto de limon presento la
concentracion mas alta al proceder de una fruta citrica, que son ricas en vitamina C
(Soural, Snurkovié y Bieniasz, 2019).

Estos resultados fueron diferentes a los descritos por Plaza y col., (2006) en
pimiento (125 mg/100 g) y Paul y Shaha (2004) en limén (37 mg/100 g) puesto que
emplearon las piezas enteras de los vegetales conteniendo mayor concentracion de

vitamina C.

70

Vitamina C (mg/100 g)

Gazpacho Limoén Pimiento Tomate

Figura 4.40. Contenido de vitamina C (mg/100 g) en el subproducto de gazpacho y en algunos
subproductos constituyentes del mismo.
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4.4.2. Analisis microbioldgico de los subproductos del gazpacho

En la Tabla 4.23 se muestran los recuentos de los microorganismos
patdgenos que se localizan con mayor frecuencia en frutas y verduras y, por tanto,
en sus respectivos subproductos. Segtin exige el Reglamento (UE) n® 2019/229 de la
Comision, de 7 de febrero de 2019, se requiere ausencia de coliformes, E. coli,
Salmonella spp. y L. monocytogenes en productos con fines alimentarios. Los
recuentos de coliformes y E. coli en algunos subproductos frescos (gazpacho, ajo,
pepino y pimiento) no cumplieron con el reglamento, por ello, antes de ser
incorporados en la formulacion de los grisines, se trataron con TT 110 °C durante 3

min, esterilizdndose y convirtiéndose en seguros para formar parte de los grisines.

Tabla 4.23. Recuento microbiologico de patogenos para los subproductos del gazpacho

y los subproductos constituyentes del mismo.

Subproductos Coliformes totales E. coli Salmonella spp. y Listeria
(Log UEC/g) (Log UFC/g) monocytogenes
(+/-)

Gazpacho 1,21+0,52 1,17+0,82 -
Ajo 1,10+0,72 1,11+0,12 -
Cebolla <LD <LD -
Limon <LD <LD -
Pepino 1,42+0,92 1,15+0,82 -
Pimiento 3,38+1,1° 3,17+1,3b -
Tomate <LD <LD -

abLos valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas
letras no mostraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) para el tratamiento
evaluado (Test Tukey).

<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/g.

+/-: presencia/ausencia en 25 g.

La posible causa por la cual los recuentos microbioldgicos de coliformes
totales y E. coli en los subproductos “frescos” de gazpacho, ajo, pepino y pimiento
no cumplieron con el limite exigido por el Reglamento (UE) n® 2019/229 de la
Comision, de 7 de febrero de 2019, puede ser la escasa limpieza de estos o incluso
al tiempo o condiciones en las que fueron almacenados industrialmente hasta que

se trataron y reincorporaron en la receta de grisines.
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Autores como Kumar y col., (1998) o Saad y col., (2019) observaron que, a
concentraciones de 10-20 g/L de extracto de ajo, se inhibe el crecimiento de los
microorganismos y, a concentraciones mas altas es germicida.

Garcia y col, (2007) afirmaron que para extractos acuosos de ajo se
observaban valores de halos de inhibicion para E. coli y S. aureus ente 2-4 y 6-7 mm,
respectivamente. Sin embargo, en el subproducto de ajo de este trabajo si que se
aprecia una elevada carga microbiana (coliformes totales y E. coli). Esto podria
deberse a que este tipo de subproducto esta constituido, en su mayoria, por la piel
seca del ajo, en la cual no se han encontrado propiedades antisépticas, a diferencia
del resto de las partes del ajo.

Por ultimo, la ausencia de Salmonella spp. y L. monocytogenes puede deberse
a su elevada sensibilidad al pH acido que presentaron los subproductos (Figura
4.39).

4.4.3. Analisis nutricional de los subproductos del gazpacho

4.4.3.1. Humedad

En la Figura 4.41 se muestran los valores de humedad (expresado en %) de
los subproductos. Tal y como se puede apreciar, a excepcion del subproducto de
ajo (41%), puesto que estd constituido por la piel seca baja en humedad, el
contenido en humedad de los subproductos analizados fue similar entre si;
presentando porcentajes de humedad del 95% en subproducto de pepino, 91,96%
en el subproducto de gazpacho, 91% en el subproducto de tomate, 90% en el
subproducto de pimiento, 87% en el subproducto de limén y 78,71% en el
subproducto de cebolla.

Analizando los valores de humedad de los presentes subproductos, solo se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los
subproductos de ajo y cebolla entre si y entre el resto de los subproductos

analizados.
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Figura 4.41. Contenido de humedad (%) en el subproducto de gazpacho y en los distintos

subproductos constituyentes del mismo.

La humedad en subproductos de pimiento y tomate difiere de la descrita
por Zou, Ma y Tian (2015) en semilla de pimiento picante (4,48%) y Silva y col.,
(2016) en orujo de tomate (67,53%), respectivamente.

Sin embargo, los porcentajes de humedad de los subproductos de pepino y
limon fueron similares a los descritos por Litoriya, Gandhi y Talati (2014) en pepino
Jwala (85,7%) y Paul y Shaha (2004) en limén entero (84%).

En el caso de los subproductos de cebolla y ajo analizados, el porcentaje fue
menor al descrito por Yahaya, Uauri y Bagudo (2010) en cebolla entera (91,7%) y
Sajid y col., (2014) en ajo entero (64,58%), respectivamente.

4.4.3.2. Grasa

En la Figura 4.42 se presentan los valores de grasa (expresados en g/100 g)
de los subproductos.

El subproducto que presentd mayor contenido en grasa fue el de pimiento
(12 g/100 g) debido a su elevado contenido en pieles y semillas ricas en materia
grasa (Zou, Ma y Tian, 2015; Chouaibi y col., 2019); seguido por el subproducto de
gazpacho (4,55 g/100 g). Por el contrario, en los subproductos de ajo (0,340 g/100 g)
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y cebolla (0,21 g/100 g) fueron los que menos contenido en grasa presentaron,
debido a que principalmente contenian pieles que son muy ricas en fibra (Figura
4.45).

Los contenidos en grasa de los subproductos de pepino, limoén y tomate no
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si (p = 0,05). De igual
modo, los contenidos en grasa de los subproductos de ajo y cebolla tampoco
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si (p > 0,05). Por el
contrario, si se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
entre el contenido en grasa del subproducto de pimiento y el resto de los

subproductos analizados.
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Figura 4.42. Contenido de grasa (3/100 g) en el subproducto de gazpacho y en los distintos

subproductos constituyentes del mismo.

El contenido en grasa de los subproductos de pimiento difiere del escrito
por Zou, Ma y Tian (2015) en semilla de pimiento picante (23 g/100 g).

El contenido en grasa de los subproductos de pimiento, tomate, cebolla y
limon difiere del descrito por Zou, Ma y Tian (2015) en semilla de pimiento picante
(23 g/100 g), Silva y col., (2016) en orujo de tomate (14,5 g/100 g), Yahaya, Uauri y
Bagudo (2010) en cebolla entera (11,11 g/100 g) y Paul y Shaha (2004) en limén
entero (0,8 g/100 g), respectivamente.
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En el caso del subproducto de ajo, el contenido de grasa fue ligeramente
menor al descrito por Sajid y col., (2014) en ajo entero (0,52 g/100 g).

4.4.3.3. Carbohidratos

En la Figura 4.43 se presentan los valores de carbohidratos (expresados en
g/100 g) de los subproductos.

El subproducto que presentd el mayor contenido en carbohidratos fue el de
limén (86,11 g/100 g), seguido de los subproductos de pimiento (74,1 g/100 g),
tomate (73,71 g/100 g) y ajo (71,01 g/100 g); por su parte, los contenidos en
carbohidratos de los subproductos de pimiento, tomate y ajo no presentaron
diferencias estadisticamente significativas si (p > 0,05).

Por el contrario, el subproducto de pepino (61,23 g/100 g) fue el que menos
contenido en carbohidratos presentd, puesto que se obtuvo exclusivamente del
pelado de la piel, que es rica en proteinas y fibra (Figuras 4.44 y 4.45). Los valores
del contenido de carbohidratos en los subproductos de gazpacho (65 g/100 g) y
cebolla (65 g/100 g) no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre
si (p 2 0,05). Sin embargo, si hubo diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05) en el contenido en carbohidratos de los subproductos de limén y pepino entre
si, y entre el resto de subproductos analizados.

Los valores de carbohidratos de los subproductos de limén, tomate y
cebolla difieren de los descritos por Paul y Shaha (2004) en limoén entero (10,80
g/100 g) y tomate amarelo (14,9 g/100 g), y Yahaya, Uauri y Bagudo (2010) en
cebolla entera (64,53 g/100 g), respectivamente.
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Figura 4.43. Contenido de carbohidratos (/100 g) en el subproducto de gazpacho y en los distintos

subproductos constituyentes del mismo.
4.4.3.4. Proteinas

En la Figura 4.44 se presentan los valores de proteinas (expresados en g/100
g) de los subproductos.

El subproducto que presentd el mayor contenido en proteinas fue el de
pepino (19 g/100 g), puesto que estad constituido principalmente por las pieles del
pelado de la hortaliza que son ricas en proteinas (Litoriya, Gandhi y Talati, 2014) y
fibra (Figura 4.45); al contrario del subproducto de cebolla que mostré el contenido
en proteinas mas bajo de todos los subproductos del estudio, siendo de 1,11 g/100
g.

Por esta razdn, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p
<0,05) en el contenido en proteinas de los subproductos de cebolla y pepino entre
si, y entre el resto de subproductos analizados. Los contenidos en proteinas de los
subproductos de gazpacho (11,34 g/100 g) y tomate (11,11 g/100 g) no presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre si (p > 0,05). De igual modo,
también hubo similitud en el contendido en proteinas de los subproductos de limon
(6,8 g/100 g), pimiento (6,4 g/100 g) y ajo (6,72 g/100 g), no presentando diferencias
estadisticamente significativas entre si (p > 0,05).
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Figura 4.44. Contenido de proteinas (g/100 g) en el subproducto de gazpacho y en los distintos

subproductos constituyentes del mismo.

El contenido de proteinas en los subproductos de limdn, tomate, pimiento,
ajo, cebolla y pepino difiere de los descritos por Paul y Shaha (2004) en limon entero
(0,9 g/100 g) y tomate amarelo (7,1 g/100 g), Zou, Ma y Tian (2015) en semilla de
pimiento picante (21,29 g/100 g), Sajid y col., (2014) en ajo entero (7,87 g/100 g),
Yahaya, Uauri y Bagudo (2010) en cebolla entera (6,48 g/100 g) y Litoriya, Gandhi
y Talati (2014) en pepino Jwala (0,88 g/100 g), respectivamente.

4.4.3.5. Fibra bruta

En la Figura 4.45 se presentan los valores de fibra bruta (expresados en
g/100 g) de los subproductos.

Tal y como se puede observar, el subproducto que presenté mayor
contenido en fibra bruta fue el de pepino (43 g/100 g) puesto que esta constituido
por la piel que rica en fibra y proteinas (Figura 4.44), seguido de los subproductos
de tomate (35,1 g/100 g), gazpacho (29,6 g/100 g) y pimiento (29 g/100 g).

El de limon mostr6 el contenido en fibra bruta mas bajo de todos los
subproductos (19,64 g/100 g).

Los contenidos en fibra bruta de todos los subproductos analizados

mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p < 0,05).
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Figura 4.45. Contenido de fibra bruta (/100 g) en el subproducto de gazpacho y en los distintos

subproductos constituyentes del mismo.

El contenido de fibra bruta en los subproductos de pimiento, limén, tomate
y pepino, fue diferente a los valores descritos por Zou, Ma y Tian (2015) en semilla
de pimiento picante (38,76 g/100 g), Paul y Shaha (2004) en limén entero (1,6 g/100
g) y tomate amarelo (5 g/100 g), y Litoriya, Gandhi y Talati (2014) en pepino Jwala
(6,7 g/100 g), respectivamente.

4.4.3.6. Materia seca

En la Figura 4.46 se presentan los valores de materia seca (expresados en
g/100 g) de los subproductos.

El subproducto que presenté mayor contenido en materia seca fue el de ajo
(59 g/100 g) debido a que esta constituido principalmente por pieles secas que
contienen muy poca cantidad de humedad (Figura 4.41); seguido del subproducto
de cebolla (22 g/100 g) al que le ocurre algo similar, aunque estas pieles estan mas
hidratadas. Por el contrario, fue el subproducto de pepino (5,04 g/100 g) el que
mostrd el contenido en materia seca mas bajo, a causa de su elevada humedad
(Figura 4.41).

Los contenidos en materia seca de los subproductos de gazpacho, limén,

tomate y pimiento no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre
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si (p 2 0,05). Sin embargo, si hubo diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05) en el contenido en materia seca de los subproductos de ajo, cebolla y pepino
entre si, y entre el resto de subproductos.
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Figura 4.46. Contenido de materia seca (g/100 g) en el subproducto de gazpacho y en los distintos

subproductos constituyentes del mismo.

4.4.3.7. Cenizas

En la Figura 4.47 se presentan los valores de cenizas (expresados en g/100
g) de los subproductos.

Se observa que el subproducto que presentod el mayor contenido en cenizas
fue el de pepino (18 g/100 g), seguido del pimiento (8,22 g/100 g), tomate (8 g/100
g), cebolla (7,63 g/100 g) y ajo (7,03 g/100 g). Por el contrario, el subproducto de
limén (3,82 g/100 g) mostro el contenido en cenizas mas bajo de los presentes
subproductos.

Los contenidos en cenizas de los subproductos de gazpacho, cebolla,
pimiento, tomate y ajo no presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre si (p > 0,05).Sin embargo, si hubo diferencias estadisticamente significativas
(p £0,05) en el contenido en cenizas de los subproductos de limén y pepino entre
si, y entre el resto de subproductos.
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Figura 4.47. Contenido de cenizas (/100 g) en el subproducto de gazpacho y en los distintos

subproductos constituyentes del mismo.

El contenido de cenizas en los subproductos de cebolla, pimiento, tomate y
ajo, fue diferente a los valores descritos por Yahaya, Uauri y Bagudo (2010) en
cebolla entera (4,26 g/100 g), Zou, Ma y Tian (2015) en semilla de pimiento picante
(4,94 g/100 g), Silva y col., (2016) en orujo de tomate (3,53 g/100 g) y Sajid y col.,
(2014) en ajo entero (2,46 g/100 g), respectivamente.

4.4.3.8. Valor energético

En la Figura 4.48 se presentan los valores energéticos (expresados en KJ/100
g) de los subproductos.

Los valores energéticos de los subproductos de gazpacho (1380 KJ/100 g),
cebolla (1300 KJ/100 g), tomate (1282 KJ/100 g) y ajo (1333 KJ/100 g) no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre si (p > 0,05). De igual modo, los
subproductos de limoén (1500 KJ/100 g) y pimiento (1560 KJ/100 g) tampoco
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre si (p > 0,05); ademas
fueron los que mayores valores energéticos presentaron a causa de su elevada
cantidad de carbohidratos para el de limdn, y de carbohidratos y grasa para el de

pimiento.
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Por su parte, el subproducto de pepino (1045 KJ/100 g) fue el que presentd
el valor energético menor a causa de su baja cantidad de grasa y proteinas,
mostrandose diferente estadisticamente (p < 0,05) frente al resto de subproductos

analizados.
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Figura 4.48. Valor energético (KJ/100 g) en el subproducto de gazpacho y en los distintos

subproductos constituyentes del mismo.
4.4.4. Aplicacion de los subproductos del gazpacho en panificacion (grisines)
4.4.4.1. Analisis nutricional de los grisines
En la Tabla 4.24 se presenta el valor energético (expresado en Kcal/100 g)

de los diferentes grisines elaborados en el estudio, asi como de sus contenidos de

macronutrientes y sal (expresados en g/100 g de producto).
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Tabla 4.24. Composicién nutricional de los grisines elaborados en el estudio.

Tipos de Energia Fibra Proteinas  Grasas  Carbohidratos Sal Cenizas

grisines  (Kcal/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g) (g/100 g)
(envasados)

Normal 249+1,22 0,82+0,3>  1,90+1,2= 4,10+0,5 77,52+0,42 1,62+0,2*  2,67+0,1°
Prototipo 1 267+12 1,30+0,4>  2,0+0,6 4,31+1,12 85,81+1,4° 1,61+0,22  2,70+0,22
Prototipo 2 248+1,42 1,92+0,4> 2,10+0,5* 7,10+0,3° 72,30+1,9¢ 2,20+0,2*  4,72+0,3°

»b<Los valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que aparecen con las mismas letras no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) para el tratamiento evaluado (Test Tukey).

Hay que destacar como el contenido en cenizas de los grisines es
significativamente mayor (p > 0,05) en aquellos que incorporan mayor cantidad del
subproductos de gazpacho en su formulacién; presentando valores de cenizas de
4,72 g/100 g para los grisines prototipo 2, frente a los 2,7 g y 2,67 g/100 g para los
grisines prototipo 1 y normales, respectivamente. Esto se explica por el aporte
adicional de minerales que proporciona el subproducto del gazpacho, que contiene
K, Na, Ca, Mg, Zn y Fe (Morales-Guzman y col., 2017).

Con la cantidad de sal ocurre algo similar, pues se aprecian valores
significativamente mayores (p < 0,05) de dicho pardmetro en los grisines
correspondientes con el prototipo 2 (2,2 g/100 g); no encontrando diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) entre los valores que presentan los grisines
normales y prototipo 1 (con 1,62 y 1,61 g/100 g, respectivamente).

En relacion a la cantidad de grasa de los grisines se observa también un
aumento del contenido de grasa por cada 100 g de producto acorde al incremento
del uso de subproducto en su formulacidn, siendo significativamente superiores (p
> (,05) los correspondientes al prototipo 2 (con valores de 7,1 g/100 g) frente a los
encontrados en los normales y prototipo 1, cuyos valores fueron de 4,1 y 4,31 g/100
g, respectivamente. Este incremento en grasa se corresponde con la mayor cantidad
de pieles y semillas de los vegetales contenidos en el subproducto de gazpacho
(Zou, Ma y Tian, 2015; Chouaibi y col., 2019).

De igual modo ocurre para el contenido en fibra de los grisines, cuyos
valores resultaron ser significativamente superiores (p > 0,05) en los prototipos
elaborados con subproducto de gazpacho (1,3 y 1,92 g/100 g para prototipos 1y 2,

respectivamente) en comparacion con los normales, con valores de 0,82 g/100 g.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) ni
en el contenido en proteinas de los grisines analizados, ni en su valor caldrico.

Por ultimo, hay que mencionar que existen diferencias estadisticamente
significativas (p <0,05) en el contenido en carbohidratos de los tres tipos de grisines,
apreciando los mayores valores en las muestras correspondientes al prototipo 1
(85,8 g/100 g), seguida de los grisines normales (77,5 g/100 g) y los del prototipo 2
(72,3 g/100 g). Estas diferencias vienen determinadas por el diferente contenido en
fibra, cenizas y grasa en cada una de las muestras.

La comparacion de los valores nutricionales obtenidos de nuestras
muestras, con el de otros grisines semejantes disponibles de manera habitual en el
mercado, determind que las muestras propias, tanto normales como los prototipos
1y 2 presentan unos valores muy por debajo de los que se pueden encontrar en el
etiquetado nutricional de los primeros, en cuanto a valor energético y a
macronutrientes se refiere.

Asi, los valores caloricos de los grisines normales, prototipo 1 y 2 (con
valores de 2,49, 2,67 y 2,48 Kcal/100 g, respectivamente), fueron menores a los
encontrados en los grisines con aceite de oliva marca Carrefour (con valores de 4,27
Kcal/100 g), para los de aceite de girasol Dal Cesto di Alice e Ital d'oro (que
presentaron valores de 421 Kcal/100 g en los dos casos); y para aquellos grisines
que muestran en su etiquetado la mencion “con contenido en fibra”, como los
palitos de trigo con olivas y sésamo marca Grefusa (con 492 Kcal/100 g), los palitos
de cereales con pipas marca Grefusa (con 505 Kcal/100 g), los artesanas activi()
cereales y de espelta y avena, de marca Velarde, que presentaron valores de 534 y
513 Kcal/100 g, respectivamente.

En relacion con el contenido en fibra, se observan también cantidades
inferiores (de 0,82, 1,30 y 1,92 g/110 g en los grisines normales, prototipo 1y 2,
respectivamente) a todas las muestras del mercado analizadas; con valores de 3,9y
4 /100 g para los grisines con aceite de Carrefour, Dal Cesto di Alice e Ital d'oro,
respectivamente, y de 6,2, 5y 4,2 g/100 g para los palitos de olivas y sésamo, las de
cereales con pipas y artesanas de cereales y de espelta y avena, respectivamente.

Los contenidos de grasa fueron ligeramente menores en los grisines del
estudio (4,1, 4,31 y 7,1 g/100 g para normal, prototipo 1y 2, respectivamente) frente
a los elaborados con aceite de la marca Carrefour (7,7 g/100 g), Dal Cesto di Alice
(10,6 g/100 g) e Ital d'oro (11 g/100 g). Y muy inferiores a los valores de las muestras
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“con fibra” que fueron de 24, 27, 55 y 29 g de grasa/100 g para las muestras con
olivas y sésamo, las de cereales y pipas, las de cereales y las de espelta y avena,
respectivamente.

En este punto, hay que sefialar que, la mayoria de los grisines de las
diferentes marcas del mercado, utilizan en su composicion el aceite de girasol, y/o
el aceite de oliva, a diferencia del aceite de oliva virgen extra, utilizado para
elaborar los grisines con subproducto de gazpacho; lo que puede suponer una
diferencia competitiva en el mercado.

De igual modo, los contenidos de sal en los grisines normales, prototipo 1y
2(1,62,1,61y 2,2 g/100 g respectivamente) solo fueron superiores a los encontrados
en los palitos con espelta y avena (con valores de 1,3 g/100 g), presentando valores
o ligeramente menores o iguales al resto de los palitos: los de Carrefour (1,8 g/100
g), Dal Cesto di Alice (2,5 g/100 g), Ital d'oro (2,5 g/100 g), olivas y sésamo (3 g/100
g), cereales y pipas (2,1 g/100 g) y cereales (2 g/100 g).

En estos resultados se demuestra que la elaboraciéon de grisines con
subproductos de gazpacho en su formulacién, especialmente el prototipo 2, puede
ser una alternativa viable a los productos que ya existen en el mercado, al ser

diferente en su composicion, presentando un valor nutricional semejante a ellos.
4.4.4.2. Anadlisis de la textura en los grisines

La importancia de la textura en el consumo de un producto alimentario
varia dependiendo del tipo de alimento que vaya a ser consumido. Mientras que,
para algunos podria ser critica, mientras que para otros solo representa una simple
sensacion. Pero hay alimentos donde la textura es el criterio de calidad mas
importante, como en los aperitivos crujientes, bolleria horneada, etc (Hleap-Zapata,
Gonzélez-Ochoa y Mora-Bonilla, 2017).

El equipo de analisis del perfil de textura (TPA) simula la masticacion de
una muestra de alimento por medio de un analizador de la textura; comprimiendo
una muestra del tamano de un mordisco, usando un dispositivo de doble accion
ajustable al alimento para imitar la accion del diente.

Una de las caracteristicas que engloba el concepto de textura es la
fracturabilidad, que queda definida como “la primera caida significante de la curva
durante el primer ciclo de compresiéon de un producto de un alto grado de dureza
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y bajo grado de cohesividad”, es decir, es la dureza con la cual el alimento se
desmorona, cruje o revienta; y que queda expresada en unidades de fuerza
(Newtons) (Zandonadi y col., 2012; O’Shea, Arendt y Gallagher, 2014; Morales-
Guzman y col., 2017).

Ademas, la AACC (Asociacion Americana de quimicos de cereales)
desarrollo un método standard para evaluar las muestras de pan por deformacion,
estimando que la fuerza para comprimir una determinada muestra simula los
apretones suaves que realiza el consumidor.

En la Tabla 4.25 se muestran los valores de textura obtenidos para las
distintas muestras de grisines elaborados; valores expresados en Newton para la

dureza, y en milimetros para la deformacion segtin dureza.

Tabla 4.25. Andlisis de la textura para los grisines del estudio.

Tipos de grisines Dureza Dureza por
(N) deformacién
(mm)
Normal 11,18+1,102 0,77+0,272
Prototipo 1 3,97+0,07° 1,25+0,21°
Prototipo 2 4,11+0,28° 24,41+0,42¢

*b<Los valores de la tabla son la media de 3 repeticiones. Los datos que
aparecen con las mismas letras no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p 2 0,05) para el tratamiento evaluado
(Test Tukey).

Tal y como se puede observar los valores de dureza fueron superiores en
los grisines normales (11,18 N), seguidos de los prototipos 1 y 2, que mostraron
valores de 3,97 y 4,12 N, respectivamente. Por otra parte, se observd un aumento
significativo en los valores de deformacién por dureza entre las muestras,
alcanzando los mayores valores en los grisines de los prototipos 2, con 24,41 mm
frente a los 0,77 y 1,25 mm, para los grisines normales y prototipo 1,
respectivamente.

Estos resultados determinan unos graficos de fracturabilidad que para los
grisines normales presentaban un punto de pico muy definido, y sin apenas
deformacion por dureza, correspondiente a los alimentos crujientes. Mientras que,

por el contrario, mostraban menores valores de dureza, siendo significativamente
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superiores para la deformacion por dureza en las muestras de los prototipos 2,
determinando unos graficos cuyo avance es mas estable, en representacion de un
alimento menos crujiente o0 mas blando; que necesitard mds tiempo para poder

romperlo, en vez de los crujientes, que necesitaria poca fuerza de ruptura.

4.4.4.3. Analisis microbiologico de los grisines

En la Tabla 4.26 se presentan los resultados de los recuentos

microbioldgicos realizados en los grisines elaborados en el estudio.

Tabla 4.26. Recuento microbioldgico de los grisines elaborados en el estudio.

Tipos de Mohos y Coliformes y Salmonella spp. y
grisines levaduras E. coli Listeria monocytogenes
(Log UFC/g) (Log UFC/g) (+/-)
Normal <LD <LD -
Prototipo 1 <LD <LD -
Prototipo 2 <LD <LD -

<L.D.: menor de 0,1 Log UFC/g.

+/-: presencia/ausencia en 25 g.

Tal y como se puede observar, no se aprecia crecimiento de ninguna bacteria
patdgena estudiada, ni tampoco de mohos y levaduras, en los grisines elaborados
en el estudio.

Esto se debe a que el tratamiento de horneado al que fueron sometidos los
grisines (TT 180 °C durante 30 min) fue lo suficientemente letal como para impedir
la supervivencia de estos microorganismos (Lee y Kaletung, 2002; Kim y col., 2012).
Por este motivo los resultados se encuentran dentro los limites requeridos por el
Reglamento (UE) n® 2019/229 de la Comisiéon, de 7 de febrero de 2019,

convirtiéndose en aptos y seguros para su consumo y comercializacion.
4.4.4.4. Analisis sensorial de los grisines

Un aspecto importante en el control de calidad de los alimentos es el del

analisis de sus propiedades sensoriales: la apariencia, el aroma, el sabor y la textura
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(Capriles y Aréas, 2014). En la Figura 4.49 se representan los perfiles sensoriales de
los grisines elaborados en el estudio. Estos perfiles reflejan en un diagrama de
arafa, los valores de las puntuaciones medias otorgadas por los componentes del

panel de cata para los atributos sensoriales establecidos.

Color

Sabor salado .

Apariencia

Textura
=@— Grisin normal \
=@ Grisin prototipo 1
v~ Girisin prototipo 2 Valoracidon global

Figura 4.49. Andlisis sensorial para los atributos estudiados en los grisines elaborados en el

estudio.

Respecto al sabor salado, las puntuaciones de menor a mayor corresponden
al grisin normal, prototipo 1y prototipo 2. La apreciacion del sabor salado por parte
de los panelistas expertos se corresponde al mayor aporte de subproducto de
gazpacho, por ello, fue el grisin prototipo 2 el que presentd el mayor sabor salado.
En relaciéon con la textura, se aprecia que los grisines normales son los mas
crujientes, seguidos de los grisnes prototipo 1 y 2. Esto se puede deber a que los
grisines con subproducto de gazpacho presentaron mayor contenido en fibra
determinando menos pérdida por evaporacion y retencion de agua (Valencia y
Roman, 2006).

La valoracién del color fue menor en los grisines normales, frente a los
grisines prototipo 1 y 2, que presentaron un color rojizo-anaranjado mas intenso
(Figura 4.50) aportado por el subproducto de gazpacho; incluso con la presencia de

particulas solidas fueron mas atractivos que los grisines normales.
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Figura 4.50. Imagen de los diferentes grisines elaborados en el estudio.

Con respecto a la apariencia general, las muestras mejor valoradas fueron
las correspondientes con el prototipo 2; ya que esta apariencia se encuentra
condicionada principalmente por el color de las mismas, y son los grisines
prototipo 2 los que mas color presentaron al incorporar mayor cantidad de
subproducto de gazpacho.
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V - CONCLUSIONES

Los estudios desarrollados en la Tesis Doctoral han dado lugar a las

siguientes conclusiones:

1. POD de tomate fue caracterizada cinéticamente, obteniéndose valores de

Kv, Vm y Ksi para H20: de 477,26 mM, 721,53 uM/min y 0,37 mM,
respectivamente; y valores de Ku y Vm para ABTS™ de 0,656 mM y 3,85
uM/min, respectivamente. Del mismo modo, en PME de tomate, los valores
de Km y Vm obtenidos para la pectina citrica fueron de 0,54 mM y 436,12
uM/min, respectivamente. En PG de tomate, los valores de Kv y Vm
obtenidos para el acido galacturonico fueron de 0,036 mM y 544,84 uM/min,
respectivamente.
Queda demostrado que POD de tomate fue inactivada con 90 °C durante 5
min; a pH de 2,5 a 3,5 con temperaturas de 55 a 90 °C durante 5 min; y a pH
de 2,5 a 3 con temperaturas de 40 a 90 °C durante 5 min. De igual modo,
PME de tomate fue inactivada a 90 °C durante 5 min, y a pH 3,5 con 70 °C
durante 5 min. En el caso de los tratamientos combinados con HPP, POD
de tomate fue inhibida mas eficazmente conforme se redujo el pH, aumento
la temperatura, la presion y el niimero en ciclos de presion, resultando
inactivada a temperaturas > 65 °C con HPP 600 MPa durante 3 ciclos (3
min/ciclo), y a pH <4 con HPP > 400 MPa durante 3 ciclos (3 min/ciclo).

2. En puré de tomate todos los tratamientos del estudio resultaron eficaces
para inhibir la actividad enzimatica de las tres principales enzimas
alterantes (POD, PME y PG); comprobdndose que estas tres enzimas son
mas termorresistentes que barorresistentes. E1 TT 90 °C fue el que mejores
resultados obtuvo inhibiendo la actividad enzimatica de estas tres enzimas.
No obstante, se seleccion6 el TT 60 °C + HPP 600 MPa como el mejor
tratamiento del estudio, puesto que fue el que mejores resultados
proporciond a nivel microbiologico y sensorial, consiguiendo alargar
satisfactoriamente hasta dos meses la vida tutil comercial del puré de
tomate. Por estos motivos, los TT 90 °C y TT 60 °C + HPP 600 MPa fueron

escogidos para seguir evaluandolos en el estudio de vida 1til de gazpacho.
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En gazpacho el tratamiento que mejores resultados obtuvo inhibiendo la
actividad POD fue el TT 90 °C. A pesar de ello, se volvio a escoger el
TT 60 °C + HPP 600 MPa como el mejor tratamiento del estudio, puesto que
proporciond los mejores resultados a nivel microbiologico y sensorial,
consiguiendo alargar de nuevo hasta dos meses la vida util comercial del
gazpacho.

La caracterizacion analitica de los subproductos mostré un pH muy similar
a las frutas y verduras de los que provienen, un contenido en vitamina C
ligeramente inferior, y una cantidad de grasas, proteinas, carbohidratos y
fibra adecuada para su incorporacion en productos de panaderia/pasteleria.
Se elaboraron 2 tipos de grisines incorporando en la receta diferentes
cantidades de subproductos de gazpacho, y utilizando AOVE como fuente
de grasa.

Todos los grisines elaborados con subproductos de gazpacho presentaron
valores nutricionales diferentes al resto de grisines comerciales, presentado
sin embargo, menor cantidad de grasa y sal.

Los grisines que incorporaron mayor cantidad de subproductos de
gazpacho obtuvieron las mejores valoraciones tanto nutricionales como

sensoriales (en la textura y en el panel de cata).
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VII - ANEXOS

ANEXO 1: Aztcar minoritario (maltosa) del estudio de vida util en el puré de
tomate.

Tabla 7.1. Evolucion en la concentracién de maltosa (g/L) para las muestras control y bajo

tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida 1itil.

Vida atil *Control ITT 90 °C 2TT70°C+ 2TT65°C+  2TT 60 °C
(dias) HPP 400 HPP 500 + HPP 600

MPa MPa MPa

0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

10 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

20 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

30 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

40 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

50 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

60 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

*Control: sin tratamiento.

1Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 70/65/60 °C 'y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.
n.d.: no determinado.
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ANEXO 2: Aztcar minoritario (isomaltosa) del estudio de vida util en el puré de
tomate.

Tabla 7.2. Evolucién en la concentracién de isomaltosa (g/L) para las muestras control y bajo
tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida 1itil.
Vida util *Control ITT90°C  2TT70°C+ 2TT65°C+ 2TT 60 °C

(dias) HPP 400 HPP 500 + HPP 600

MPa MPa MPa
0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
10 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
20 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
30 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
40 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
50 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
60 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

*Control: sin tratamiento.
Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.
2Calentado a 70/65/60 °C y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.
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ANEXO 3: Aztcar minoritario (sorbitol) del estudio de vida util en el puré de
tomate.

Tabla 7.3. Evolucion en la concentracion de sorbitol (g/L) para las muestras control y bajo

tratamiento (ambas ajustadas a pH 3,8), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida 1itil.

Vida atil *Control ITT 90 °C TT70°C+  2TT65°C+  2TT 60 °C
(dias) HPP 400 HPP 500 + HPP 600

MPa MPa MPa

0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

10 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

20 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

30 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

40 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

50 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

60 n.d. <1,0 <1,0 <1,0 <1,0

*Control: sin tratamiento.
Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.
2Calentado a 70/65/60 °C y presurizado a 400/500/600 MPa durante 5y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.
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ANEXO 4: Aztcar minoritario (maltosa) del estudio de vida ttil en el gazpacho.

Tabla 7.4. Evolucion en la concentracion de maltosa (g/L) para las muestras control y bajo

tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida 1itil.

Vida atil *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C 3TT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa
0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
10 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
20 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
30 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
40 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
50 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
60 n.d. <1,0 <1,0 <1,0

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.
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ANEXO 5: Aztcar minoritario (isomaltosa) del estudio de vida ttil en el
gazpacho.

Tabla 7.5. Evolucién en la concentracion de isomaltosa (g/L) para las muestras control y

bajo tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida

util.
Vida uatil *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C STT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa
0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
10 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
20 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
30 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
40 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
50 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
60 n.d. <1,0 <1,0 <1,0

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.
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ANEXO 6: Aztcar minoritario (sorbitol) del estudio de vida util en el gazpacho.

Tabla 7.6. Evolucion en la concentracion de sorbitol (/L) para las muestras control y bajo

tratamiento (ambas ajustadas a pH 4), almacenadas a 4 °C durante el estudio de vida 1til.

Vida ttil *Control ITT 90 °C 2TT 60 °C 3TT 60 °C +
(dias) HPP 600 MPa
0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
10 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
20 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
30 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
40 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
50 n.d. <1,0 <1,0 <1,0
60 n.d. <1,0 <1,0 <1,0

*Control: sin tratamiento.

Pasteurizado a 90 °C durante 5 min.

2Calentado a 60 °C durante 5 min.

3Calentado a 60 °C y presurizado a 600 MPa durante 5 y 3 min, respectivamente.

n.d.: no determinado.





















