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RESUMEN.

La tendencia actual de los consumidores a adquirir alimentos con alta
calidad sensorial y alto valor nutritivo y funcional estd haciendo que las
industrias de procesado desarrollen tecnologias capaces de combinar estas
propiedades con la innegociable seguridad alimentaria. En el caso de los
zumos de frutas se trata de conseguir este objetivo combinando tratamientos
minimos con la conservacion refrigerada del producto durante su periodo de
vida comercial, que suele ser del orden de dos meses.

Se han descrito tratamientos suaves de pasteurizacién de zumos acidos,
como el de naranja, que cumplen este objetivo. En el caso de la fresa, no se
ha encontrado ninguna referencia bibliografica sobre tratamientos de este
tipo. Por ello, el objetivo planteado en esta tesis ha sido el estudio del efecto
de la intensidad del tratamiento térmico en diferentes propiedades
relacionadas con la calidad y estabilidad nutritiva, funcional y sensorial del
puré de fresa.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el tratamiento térmico
mas intenso (90°C-2 min) conlleva un aumento de la viscosidad y del area
relativa de histéresis, relacionado con un incremento de la fraccion de
pectina hidrosoluble. No obstante, también son las muestras
estructuralmente mas estables durante el almacenamiento. En cuanto a su
aceptacion sensorial, cambio en el color, contenido en antocianinas,
vitamina C y actividad antirradical no hay diferencias entre los diferentes
tratamientos térmicos aplicados. En el almacenamiento refrigerado se
produce una pequefia pérdida de algunos parametros de calidad, pero estas
pérdidas son mucho mas intensas si el puré de fresas se conserva a
temperatura ambiente.

Como conclusién se sugiere obtener un puré de fresa estéril, mediante la
técnica de envasado en caliente y posterior enfriamiento de los envases, por
ser el tratamiento mas seguro y de aplicacidon industrial mas sencilla, y

conservar el producto en refrigeracion durante su vida comercial.






SUMMARY.

Due to the tendency to consume foods showing high sensory quality and
with high nutritious and functional values the food industry is developing
technologies to make compatible these properties in the products with
nourishing safety. In the case of acid juices this is usually achieved by
combining minimum heat treatments with cold storage, having the juices a
whole commercial life of about two months.

In strawberry no information exists about treatments of this type and, thus,
the objective of this work is the study of the effects of heat treatment intensity
on properties related with physical, nutritious, functional and sensory quality
of strawberry puree.

The viscosity and the relative area of hysteresis, related with an increase of
water-soluble pectin, increased in the samples receiving the most intense
heat treatments (90°C for 2 minutes). However, these samples were also
structurally more stable during storage. No significant differenced due to the
intensity of heat treatment were detected in colour parameters in antocyanins
or vitamin C contents and antiradical activity. During cold storage a small
decrease was observed in some quality parameters after two month of
storage, whereas the loss of quality was much more pronounced at room
temperature.

According to the obtained results it is suggested the use of hot filling
techniques (safer and simpler than aseptic canning) to preserve the
strawberry puree and to store the product in refrigeration during its

commercial life.






RESUM.

La tendéncia actual dels consumidors a adquirir aliments amb una alta
qualitat sensorial i un alt valor nutritiu i funcional provoca que les industries
de processament desenvolupen tecnologies capaces de combinar aquestes
propietats amb la seguretat alimentaria, que és innegociable. En el cas dels
sucs de fruites, es tracta d'aconseguir aquest objectiu combinant
tractaments minims amb la conservacié refrigerada del producte durant el
periode de vida comercial, que sol ser d’'uns dos mesos.

S'han descrit tractaments suaus de pasteuritzacidé de sucs de molt acids,
com el de taronja, que compleixen aquest objectiu. En el cas de la maduixa,
no s'ha trobat cap referencia bibliografica sobre tractaments d'aquest tipus.
Per aix0, l'objectiu plantejat en aquesta tesi ha sigut estudiar I'efecte de la
intensitat del tractament térmic en diferents propietats relacionades amb la
qualitat i I'estabilitat nutritiva, funcional i sensorial del puré de maduixa. Els
resultats obtinguts posen de manifest que el tractament térmic més intens
(90°C, 2 min) comporta un augment de la viscositat i de I'area relativa
d'histéresi, augment relacionat amb un increment de la fraccié de pectina
hidrosoluble. No obstant aix0, les mostres sotmeses a aquest tractament
també son estructuralment més estables durant 'emmagatzematge. Quant a
I'acceptacid sensorial, el canvi en el color, el contingut en antocianines i
vitamina C i l'activitat antiradical, no hi ha diferéncies entre els diferents
tractaments térmics aplicats. En I'emmagatzematge refrigerat es produeix
una petita perdua en alguns parametres de qualitat, perd aquestes pérdues
son molt més intenses si el puré de maduixa es conserva a temperatura
ambient.

Com a conclusié se suggereix obtenir un puré de maduixa esteéril, mitjangant
la técnica d'envasament en calent i refredament posterior dels envasos, per
ser aquest el tractament més segur i d'aplicacio industrial més senzilla, i

conservar el producte en refrigeracié durant la vida comercial d’aquest.
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I. Introduccién

I. INTRODUCCION.

En general los alimentos son perecederos, por lo que necesitan ciertas
condiciones de tratamiento, conservacion y manipulacion. Su principal causa de
deterioro es el ataque por diferentes tipos de microorganismos (bacterias,
levaduras y mohos) y enzimas. Esto tiene implicaciones econdémicas evidentes,
tanto para los fabricantes como para distribuidores y consumidores. Se calcula
que mas del 20% de todos los alimentos producidos en el mundo se pierden por
accion de los microorganismos.

El deterioro de un alimento es toda modificacién del mismo que, segun la
conformidad con los habitos, costumbres y diferencias individuales, hace que no
resulte apropiado para el consumo humano. Es un concepto relativo y esta ligado
a habitos y costumbres de los pueblos. Muchos alimentos deteriorados no dafian a
la salud, pero sus caracteristicas organolépticas pueden estar alteradas y no ser
apetecibles para los consumidores. Por otra parte, algunos alimentos alterados
pueden resultar muy perjudiciales para la salud del consumidor. Existen por ello
razones para evitar la alteracion de los alimentos.

La tecnologia de la conservacion de alimentos ha avanzado en el
desarrollo de una serie de innovaciones y tendencias, buscando métodos de
conservacion eficiente, obtencién de alimentos seguros, nutritivos y con calidad
sensorial. De las nuevas tecnologias de conservacion y/o transformacion de

alimentos destacan, entre otras, las altas presiones hidrostaticas (Harte et al.,

3



I. Introduccidén

2003; Guerrero-Beltran et al., 2005; Guerrero-Beltran et al., 2006;; Penna et al.,
2006; Raso et al., 1998; San Martin et al., 2002; Sepulveda-Ahumada et al., 2000),
los pulsos eléctricos (Barbosa-Canovas et al., 1998; Bendicho et al., 2002;
Bendicho et al., 2005; Cortes et al., 2006; Estrada-Giron et al., 2005; Fernandez-
Molina et al., 2005; Fernandez-Molina et al., 2005), los ultrasonidos (Barbosa-
Canovas y Rodriguez, 2002; Lopez et al., 1994), las radiaciones ionizantes
(Guerrero-Beltran y Barbosa-Canovas, 2006; Guerrero-Beltran y Barbosa-
Canovas, 2005; Guerrero-Beltran y Barbosa-Canovas, 2004; Song et al., 2007),
las atmésferas modificadas (Garcia et al., 1998) y los envases “inteligentes”.
Todas estas tecnologias presentan ventajas y limitaciones en su aplicacién
industrial ademas de requerir un marco legal que regule su uso. Por ello, el uso del
método de conservacion por tratamientos térmicos, sigue siendo el proceso usado
por la mayoria de las industrias procesadoras, tanto por su eficiencia como por su
sencillez.

En los zumos de frutas existen factores causales fisicos, quimicos y
bioldgicos que intervienen en su descomposicién o deterioro. Entre los mas
destacados tenemos el deterioro por enzimas que origina cambios en el sabor,
color y textura del mismo. Los procesos alimentarios antes descritos incluyen
tratamientos para inactivar parcial o totalmente estos enzimas. Los tratamientos
térmicos aplicados para la inactivacion de enzimas producen, en mayor 0 menor
extension, la inactivacion de microorganismos que, ademas, se encuentran en un

medio de pH bajo que limita su crecimiento.



I. Introduccién

La aplicacién sistemética de estos tratamientos en alimentos supuso, en
su momento, un enorme avance en la lucha contra muchas enfermedades de
transmision alimentaria. No obstante, los tratamientos térmicos no son buenos
aliados de las propiedades sensoriales y nutritivas de los alimentos. Si
aumentamos la intensidad del tratamiento térmico (sea utilizando mayores
temperaturas o tiempos de aplicacién mas largos) podemos esperar una mayor
destruccion de los enzimas y microorganismos presentes, pero también una mayor
alteracién del aroma, del sabor y de algunos nutrientes del alimento. Por ello,
cuando se establecen los tratamientos térmicos mas adecuados para un
determinado producto se busca siempre un compromiso entre la inactivaciéon
enzimatica/ microbiolégica y la calidad organoléptica/nutritiva del mismo.

Por otro lado, una de las cualidades beneficiosas de las frutas cada vez
mas valorada por los consumidores es su actividad o propiedades antioxidantes.
Generalmente, un antioxidante se puede definir como aquella sustancia natural o
artificial con capacidad para neutralizar y proteger a un sistema biolégico frente a
radicales libres, tales como los radicales de oxigeno, los de nitrégeno y los
radicales lipidicos. En este sentido, en la medida en que los tratamientos térmicos
afecten a los compuestos responsables de su actividad antioxidante, el beneficio
del alimento para la salud del consumidor va a verse también comprometido. En el
caso de las frutas, la vitamina C y los fenoles parecen ser los compuestos que

mas contribuyen a su actividad antioxidante.
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1.1. CONCEPTOS Y DEFINICIONES.

1.1.1. La Fresa.

Las frutas son productos de gran interés en el comercio mundial y
constituyen importantes fuentes de ingreso en numerosos paises, especialmente
en el mundo en desarrollo. Su creciente consumo en los paises desarrollados
deriva, en parte, del convencimiento de que son buenas para la salud. Numerosos
consumidores pueden elegir hoy, a lo largo de todo el afio, entre una variedad
mucho mas amplia de frutas que la que tenian a su disposicién en tiempos
pasados. Sin embargo, no sélo podemos conseguir las fruta frescas, sino también
una serie de productos derivados de ellas.

Las fresas o frutillas son varias especies de plantas rastreras del género
Fragaria, nombre que se relaciona con la fragancia que posee (“fraga”, en latin),
cultivadas por su fruto comestible. Las variedades cultivadas comercialmente son
por lo general hibridos en especial Fragaria x ananassa, que ha reemplazado casi
universalmente a la especie silvestre, Fragaria vesca, por el superior tamafio de
sus frutos.

La fresa pertenece a la familia de las rosaceas. Es una planta perenne que
produce brotes nuevos cada afo. Presenta una roseta basal de donde surgen las
hojas y los tallos florales, ambos de la misma longitud. Los tallos florales no

presentan hojas. En su extremo aparecen las flores de cinco pétalos blancos,



I. Introduccién

cinco sépalos y numerosos estambres. Los peciolos de las hojas son pilosos.
Cada uno soporta una hoja compuesta con tres foliolos ovales dentados. Estos
son verde brillantes por el haz y mas palidos por el envés, que manifiesta una
nervadura muy destacada y una gran pilosidad. De la roseta basal surgen también
otro tipo de tallos rastreros que producen raices adventicias de donde nacen otras
plantas.

La fresa es en realidad un engrosamiento del receptaculo floral. Contrario
a la creencia popular no es el fruto de la planta, sino una modificaciéon carnosa del
tallo cuya funcién es contener dentro de ella los frutos de la planta. Por lo tanto es
una infrutescencia. Cada fresa alberga entre 150 y 200 'pepitas', que son los
auténticos frutos.

La fresa silvestre es originaria de Europa, concretamente de la regién de
los Alpes. El fresén, considerado una variedad de fresa, proviene de dos especies
americanas que se mezclaron a su llegada a Europa. En la Edad Media se le
atribuyeron diversas propiedades terapéuticas contra las infecciones de garganta,
fiebre y problemas renales. Parece que la fresa comenz6 a ser cultivada en
Francia en el siglo XV y algo mas tarde en Espana. Durante el siglo XIX se
crearon numerosos hibridos, pero es en el siglo XX cuando se produce la
explotacion de la fresa a gran escala.

La fresa que conocemos actualmente fue introducida en Europa por los
primeros colonos de Virginia. Con la llegada de la fresa de Virginia en el siglo XIX,
se obtuvieron nuevas variedades que ganaron en tamafio pero que perdieron en

sabor. Mas tarde se realizaron cruces entre ésta y una variedad chilena lo cual
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compenso la balanza, consiguiendo una fresa grande y sabrosa. Este hibrido es el
antepasado de todas las variedades que se consumen actualmente.

Hoy dia las mas comercializadas son fresas y fresones de cultivo intensivo
que, gracias a los invernaderos, pueden comprarse durante todo el afio, aunque
su mejor época es en los meses de primavera hasta julio, en funcién de la
variedad (Otterbacher y Skirvin, 1978).

Durante la maduracion, el fruto va perdiendo color blanquecino (Figura 1.1)
a la vez que va incrementando su tamafio entre un 23 a 57%, habiendo practicas
postcosecha que pueden influenciar el cambio de color del fruto. Cuando la fresa
alcanza la madurez comercial es cuando se encuentran potenciados el color,

aroma y sabor caracteristicos.

Figura I.1. Evolucidon de la forma, tamafio y color de la fresa durante la

maduracion.
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Desde el punto de vista de sus propiedades nutritivas y funcionales, en
comparacioén con el resto de frutas, contiene una cantidad moderada de hidratos
de carbono (alrededor del 5% de su peso y fundamentalmente son fructosa y
glucosa) y su valor calérico es bajo. Destaca su aporte de vitamina C, con un
porcentaje incluso superior en ocasiones al que posee la naranja, y antocianinas
(flavonoides), sustancias ambas de accion antioxidante y, por lo tanto, con un
claro papel funcional. Ademas tiene un importante contenido de acidos organicos,
entre ellos, el citrico, malico, oxalico y salicilico (de accion anticoagulante y
antiinflamatoria). También es rica en minerales como el potasio y el magnesio,

entre otros. Su contenido en fibra es moderado.

1.1.2. Variedades, produccién y procesado.

Las condiciones ambientales de la provincia de Huelva, Espafa, la
convierten en la zona mas productiva de fresas y fresones. Las fresas que mas se
comercializan en Espafa son las de la variedad "Reina de los Valles". En cuanto a
los fresones, la mas conocida es la variedad Camarosa, de origen californiano.
Esta variedad supone un elevado porcentaje de la produccion total de fresones de
la provincia de Huelva y se caracteriza por ser un fruto de gran tamafio, muy
precoz, de color extremadamente brillante, de buen sabor y firmeza. Otras
variedades de cultivo de fresén en Huelva son: Tudla, Oso Grande, Cartuno y

Carisma.
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La evolucién de la produccién desde 1970 hasta el 2005 ha sido la
siguiente: en 1970, 11.000 T; en 2000, 315.000 T y en 2005, 358.000 T. La figura

[.2 muestra con mayor detalle esta evolucion tanto en Europa como en Espafia.
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Figura 1.2. Evolucién de la produccién de fresa en Europa y Espana.

Las diferencias en forma y tamano de los frutos de los diferentes cultivares
dependen de su fisiologia, aunque la forma del fruto esta determinada por el

genotipo, clima, practicas agricolas, posiciéon en la planta, etc. Asi, los frutos
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pueden ser de diferente forma: coénico, conico alargado, redondeado, esferoides,
reniformes, etc. (Brazanti, 1989). En cualquier caso, desde el punto de vista de su
procesado, una caracteristica importante de la fresa es su escasa generaciéon de
residuos (pedunculos y sépalos) y su gran porcentaje de conversion en pulpa o
puré (rendimientos sobre el 85% a nivel industrial). La separacién del pedunculo
puede producirse con la extraccion de una parte del corazén que a veces saca
también una parte de la pulpa, lo que reduce el valor comercial de los frutos
(Brazanti, 1989).

Los zumos constituyen la principal via de industrializaciéon de las frutas.
Practicamente no existe ningun pais del mundo que no tenga una industria
elaboradora de zumos. Sin embargo, a menos que sean tratados correctamente y
envasados asépticamente, estos productos tienen grandes riesgos de deterioro.
Por tanto, los sistemas de conservacion, los envases asépticos, la maquinaria
para manejarlos y los sistemas de distribucion son la base para obtener un
producto de calidad.

En Espanfia, el Real Decreto 1650/1991 (BOE de 8 de noviembre de 1991)
recoge la Reglamentacién Técnico Sanitaria para la elaboracién y venta de zumos
de frutas y de otros productos similares. En el articulo 2 del Titulo Primero se
define al puré, pulpa o cremogenado como el producto susceptible de
fermentacién pero no fermentado obtenido mediante molturacion o tamizado de la
parte comestible de frutas enteras o peladas sin eliminar el zumo.

Las pulpas de frutas como elaborados casi integrales (salvo hueso,

semillas y otras partes duras o defectuosas), con consistencia cremosa, han

11



I. Introduccidén

alcanzado una gran importancia econdmica en la industria alimentaria actual,
mostrando un gran futuro comercial ya que son la base a partir de la cual se
elaboran una amplia gama de productos finales como son:

— Los zumos de frutas con pulpa y los néctares de frutas.

— Mermeladas.

— Alimentos infantiles.

El uso de las pulpas o purés como base para la elaboracion de los
productos mencionados anteriormente presenta una serie de ventajas bien
definidas frente al método tradicional de utilizar la fruta como materia prima, ya
que permite:

— Reducir costes de almacenamiento, por reduccién de volumen.

— Reducir costes de transporte.

— Ampliar el tiempo de conservacién, ya que puede ser tratado a fin de
reducir las posibles causas de alteracion.

Los productos procesados de fresa tales como puré, néctar, jugo y
concentrado estan también comercialmente disponibles. La aplicacién de procesos
de pasteurizacion al puré de fresa permitiria obtener un producto de alta calidad
para la formulacion de zumos y bebidas o para otros usos (por ejemplo, yogurt,
helados, etc.), pero no existen antecedentes bibliograficos sobre el producto. Con
respecto a la produccion de zumos de fresa solo se ha encontrado una empresa
productora en Espafa que se ha decantado por este producto. Del resto de

empresas inscritas en la Asociacion Espafola de Fabricantes de Zumos, sélo
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algunas de ellas fabrican jugos multifruta donde incluyen a la fresa como una de

las frutas integrantes (www.asozumos.org).

1.1.3. Objetivos de la pasteurizacion.

La actividad microbiana y enzimatica de los zumos y purés de frutas son
los principales responsables de su deterioro. Por lo tanto, la aplicacion de
tratamientos térmicos tendra como objetivo reducir y controlar ambas actividades.
No obstante, tratamientos térmicos muy intensos pueden dar lugar al desarrollo de
aromas y sabores extrafios, asi como al deterioro del color y valor nutritivo y
funcional del producto. En este sentido, ultimamente estdn apareciendo en el
mercado zumos de frutas pasteurizados por tratamientos “alta temperatura-corto
tiempo” que, aunque requieren del almacenamiento del producto en refrigeracion
para garantizar su estabilidad y seguridad durante aproximadamente dos meses,
mantienen mejores caracteristicas sensoriales.

La pasteurizacion se usa en un sentido amplio en tecnologia de alimentos
para designar cualquier tratamiento térmico cuyo objetivo sea la destruccion de la
mayor parte de las formas vegetativas de los microorganismos capaces de alterar
los alimentos o de interferir con el desarrollo de fermentaciones indeseables.
Normalmente se aplican temperaturas que oscilan entre 55 y 90°C, variando los
tiempos de exposicidbn para conseguir el objetivo deseado (destruccion de

microorganismos y enzimas que afecten a la seguridad y calidad del alimento en el
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tiempo de vida util), afectando lo menos posible a la composicion, el sabor y el
valor nutritivo del liquido. El proceso se llama asi en honor del quimico francés
Louis Pasteur, quien lo ide6 en 1865 con el fin de inhibir la fermentacion del vino y
de la leche.

Los equipos en los que generalmente se realiza este proceso en la
industria alimentaria son los intercambiadores de placas. Estos pueden ser de
placas con juntas, PHE (plate heat exchangers), o de placas soldadas, BHE
(brazed heat exchangers). Ambos disefios se conocen indistintamente como
intercambiadores compactos. Los PHE consisten en un conjunto de placas
metalicas corrugadas montadas entre dos placas, una fija (bastidor) y otra movil
(de presion). Este paquete de placas, a su vez, es soportado por dos barras guia,
una superior y otra inferior que apoyan sobre una columna o pedestal. El sellado
entre placas se efectia mediante juntas elastoméricas quienes a su vez dirigen los
fluidos por canales alternos. Las placas contienen orificios que permiten y dirigen
el flujo de los fluidos. El conjunto de placas es comprimido mediante esparragos
que aseguran el apriete y estanqueidad entre las mismas. Las conexiones de
entrada y salida se localizan en la placa fija del bastidor salvo en el caso de que
haya mas de un paso, donde se utilizan ambas placas del bastidor. Los PHE son
llamados también intercambiadores de placas y marcos (plate and frame) por su
similitud constructiva con los filtros prensas. La Figura 1.3 Muestra un esquema

tipico del equipo que se asemeja, a nivel piloto, al usado en nuestra investigacion.
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Figura 1.3. Modelo intercambiador de placas.

Como se ha mencionado anteriormente, el binomio temperatura-tiempo a
aplicar en un proceso de pasteurizacion va a depender del objetivo perseguido y la
vida util que se quiera dar al producto.

El uso de temperaturas elevadas provoca en las poblaciones microbianas
un progresivo y ordenado descenso de su tasa de crecimiento debido a la muerte
de un numero de células tanto mas elevado cuanto mas prolongado sea el tiempo
de exposicion. Los factores que afectan a la termorresistencia, ademas del tipo de
microorganismo, son el numero de células existente, la fase del crecimiento en
que se encuentran y las condiciones del medio en el que se efectua el
calentamiento. Las esporas bacterianas son muy resistentes a las temperaturas

extremas. Algunas pueden incluso sobrevivir tratamientos de varios minutos a
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120°C y horas a 100°C. No obstante, la mayoria de sus formas vegetativas, al
igual que las levaduras y los hongos, mueren tras unos minutos a 70 - 80°C y
ninguno resiste mas que una exposicion momentanea a 100°C. Por otra parte,
cuanto mas elevada sea la carga microbiana inicial, tanto mas tardara una
poblacién en alcanzar un determinado valor de reduccién de la poblacion, por lo
que un buen proceso debe disefiarse considerando la carga microbiana en el
producto fresco. El uso de practicas defectuosas que permitan una excesiva
multiplicacién microbiana antes de su aplicacion puede comprometer seriamente
el éxito de un tratamiento térmico.

El tipo de microorganismo presente en un alimento depende
principalmente del pH y de la actividad del agua. En los alimentos &cidos, como lo
pueden ser los zumos o purés de fruta (pH menor o igual a 4,5), los
microorganismos que crecen se controlan facilmente con un tratamiento térmico
de pasteurizacion suave. Sin embargo, se debe tener en cuenta algunos
microorganismos alterantes de este tipo de productos, entre ellos algunas
bacterias esporuladas como el Clostridium pasteurianum el cual no se desarrolla a
pH inferior a 3,7 y que afecta a frutas y tomates enlatados; bacterias no
esporuladas como el Lactobacillus brevis y Lactobacillus mesenteroides y
pleofructi, que se destruyen con tratamiento térmico a menos de 100°C; las
levaduras que presentan escasa resistencia al calor, pero que producen
fermentaciéon en productos acidos con escaso tratamiento térmico; y los mohos
como Byssochlamis fulva que afecta a frutas enlatadas y embotelladas y es

responsable de la desintegracién de frutas por descomposicion del material
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péctico. En fresas se encuentra el Byssochlamys nivea y Aspergillus que son
termoresistentes y afectan a las fresas enlatadas (Garcia-Alonso, 2005).

Con respecto a la inactivacion enzimatica, la efectividad del tratamiento
depende igualmente de las variables del tratamiento (tiempo, temperatura, pH), de
la composicién del alimento y del tipo de enzima.

Las enzimas son esenciales porque catalizan numerosas reacciones
metabdlicas en las plantas, sin embargo contindan actuando después de la
recoleccion. Esto hace que sean las principales responsables de la pérdida de
calidad de los alimentos (sabor, aroma, color, textura y valor nutritivo). Para
obtener alimentos de buena calidad y de larga vida util, es pues necesario
inactivarlas. El tratamiento térmico es el procedimiento mas utilizado para este fin.

La peroxidasa (POD) esta en todos los animales y plantas y
probablemente en algunos microorganismos. No existe como una unica enzima en
frutas y hortalizas sino que se encuentra en forma de un numero discreto de
isoenzimas, las isoperoxidasas. La POD es una enzima capaz de reaccionar con
numerosos compuestos por lo que es dificil correlacionar los cambios producidos
después de la recoleccién con reacciones quimicas especificas (Robinson, 1991).
Se sabe que probablemente esta involucrada en reacciones de degradacion de
flavonoides (Schreier, 1985). La POD esta dentro del grupo de las enzimas
oxirreductasas y descomponen el peroxido de hidrégeno en presencia de un dador
de hidrégeno. Ya desde 1994 Whitaker clasificé a las peroxidasas en POD que
contienen hierro y las POD con flavoproteinas. En vegetales la mas estudiada ha

sido la del rabano (Robinson, 1991). La POD puede producir un gran numero de
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reacciones separadas, por lo que tienen un grado de versatilidad muy elevado en
comparacién con otras enzimas. Es capaz de catalizar reacciones peroxidativas,
oxidativas, cataliticas e hidroxilaciones utilizando un sustrato oxidante y uno
reductor. El agente oxidante puede ser un perdxido o un peroxiacido, RO=COOH,
principalmente peroxido de hidrogeno (Robinson, 1991). A partir de los sustratos
naturales, incluyendo compuestos fendlicos presentes en frutas, se pueden formar
gamas muy amplias de productos a través de reacciones que incluyen radicales
libres. En condiciones donde se utilizan compuestos fendlicos, soélo es importante
la reaccion peroxidativa (Whitaker, 1994) y ésta se da con sustratos como
guayacol, resorcinol, p-cresol o p-fenilendiamina, entre otros. Esta ultima esta
dentro de las aminas aromaticas con funcién cromoéfora, que son cristales de color
que varian del blanco al malva y que ha sido utilizado en la determinacién
espectrofotometrica de la POD en fresa por autores como Begofia de Ancos et al.,
(2007); Cano et al., (1997); Garcia-Palazon et al., (2004).

Los meétodos espectrofotométricos han sido los mas usados para
cuantificar la actividad de esta enzima desde que lo propusieron en 1954 Maehly y
Chance (1954). Para determinar la actividad de esta enzima se puede medir la
cantidad de producto formado o la de H,O, consumido. Para ello hay que controlar
muy bien la concentracion del oxidante y del dador ademas de la temperatura y
tiempo de reaccion (Saunders et al.,1964).

La POD ha sido considerada la enzima mas termorresistente en vegetales

(Martens et al., 2001) y de hecho fue y ha sido utilizada como indice de eficacia
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del escaldado en muchos productos que han sido procesados y se van a congelar
(Ganthavorn y Powers, 1988).

Otra enzima importante es la pectinmetilesterasa (PME). Al hacer una
revision bibliografica sobre la acciéon de esta enzima en el puré o zumo de fresa y
en particular en el efecto de esta enzima en la calidad de purés o zumos
pasteurizados-enfriados de esta fruta, no se encontraron estudios relacionados.
Sin embargo, en otros zumos de fruta de contenido similar de acidez y de azucar,
tales como jugos de naranja, se han encontrado recomendaciones en las que para
ajustar las condiciones del tratamiento térmico, la inactivacion de enzimas es
fundamental, siendo primordial la actividad PME (lrwe y Olson |., 1994; Kimball
D.A., 1999). Estos autores consideran aceptable una actividad residual del 10%
para jugos pasteurizados enfriados.

Las pectinas son polisacaridos constituidos principalmente de acido
poligalacturénico (Figura 1.4) con parte de los grupos metoxilados. La PME es una
enzima presente en la pared celular vegetal que causa la eliminacién de grupos
metoxilo de las pectinas y produce radicales carboxilicos libres. Una vez
alcanzada el grado critico de esterificacion, los cationes divalentes (especialmente
el Ca2+) pueden unirse a grupos carboxilicos libres pertenecientes a las cadenas
adyacentes de la pectina. Por lo tanto, la actividad de la PME implicard cambios
en las caracteristicas reologicas del zumo y de los purés de fruta (Baker y

Cameron, 1999).
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Figura 1.4. Estructura del &cido poligalacturénico.

No obstante, esta enzima péctica actua junto con otras (Figura 1.5) entre
las que se encuentran poligalacturonasas (PG), que hidrolizan los enlaces
glicosidicos préximos a un grupo carboxilo libre, y pectinliasas (PL), que rompen
los enlaces glucosidicos proximos a un grupo metil éster (Pilnik y Rombouts,
1978).

En zumos citricos los macropolimeros insolubles formados por la actividad
PME y que se han relacionado con la ruptura de la nube caracteristica de estos
productos, conducen a la clarificacion del zumo (Joslyn y Pilnik, 1961). Por otro
lado, en puré de tomate se ha detectado que la actividad poligalacturonasa y la de
la PME esta relacionada con un descenso de la viscosidad (Krebbers et al., 2003;

Plaza et al., 2003; Vercet et al., 2002).
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Figura I.5. Esquema de accién de las enzimas pécticas.

La pectina soluble en oxalato representa la mayor fraccion péctica en
fresa, lo cual no es usual en otras frutas tal como la manzana (Contreras et al.,
2005). Esta fraccion de pectina de baja esterificacion puede favorecer la union del
calcio (Sirisomboon et al., 2001). En este sentido la actividad PME tal vez no sea
la actividad mas importante en fresa. Sin embargo, su accién puede dar lugar a
cambios en el comportamiento reolégico que podrian manifestarse en una
inestabilidad del producto durante el almacenamiento.

Por otra parte, las polifenoloxidasas (PPQO) estan involucradas en el
pardeamiento enzimatico, provocando el oscurecimiento de algunos vegetales
ricos en compuestos fendlicos durante su elaboracién o almacenamiento. La figura
I.6 muestra la reaccion de formacion de productos pardos y en las dos primeras

etapas de esta reaccion intervienen las polifenoloxidasas, métaloenzimas que
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contienen aproximadamente un 0,2% de cobre. En ellas el oxigeno molecular

actia como aceptor de hidrogeno. Su pH 6ptimo es de 5,5.

OH OH O
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: P <idacié olimerizacion s
hidroxilacién oxidacién p Asas  Yancide
= enzimatica = enzimaéatica e noenzZimatica  cojoreador
R
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(generalmente (también incoloros) (generalmente coloreadas)
incoloros)

Figura 1.6. Reacciones de pardeamiento en las que interviene la polifenoloxidasa.

Para inhibir el pardeamiento se recurre a distintos tratamientos,
dependiendo del tipo de producto que se desee obtener. Entre estos tratamientos
esta el escaldado con vapor o con agua hirviendo, inmersion en agua ligeramente
acidulada con acido ascoérbico (reduce las quinonas recién formadas) o

tratamientos con SO o bisulfitos (Hernando et al., 2007).

1.1.4. Efecto del tratamiento térmico sobre la calidad nutricional y

organoléptica de purés de frutas.

Los métodos de conservaciéon tradicionales de alimentos basados en
tratamientos térmicos (escaldado, pasteurizacion o esterilizacion) conllevan en

muchas ocasiones, como ya se ha comentado, una disminucion de la calidad
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nutricional y organoléptica del alimento. Este aspecto, unido al hecho de que el
consumidor demanda alimentos cada vez mas frescos y naturales que ademas de
tener una vida util prolongada mantengan sus cualidades nutricionales vy
sensoriales, ha llevado a perfeccionar los tratamientos térmicos existentes, ya que
cuanto mas intenso es el tratamiento térmico aplicado, mayores son los cambios
indeseables ocasionados. Por ello, cuando se establecen los tratamientos
térmicos mas adecuados para un determinado producto se busca siempre ese
compromiso entre la calidad microbiolégica, la organoléptica y la nutritiva del
mismo que se mencionaba anteriormente.

Desde el punto de vista de la calidad nutricional, como consecuencia del
tratamiento térmico aplicado, se pierden vitaminas termolabiles, como la vitamina
C, ademas de otros compuestos como antocianinas y compuestos fendlicos
presentes en la fresa (Klopotek et al., 2005). Estos autores reportan una
disminucién en la capacidad antioxidante total de la fruta como consecuencia de
su procesado.

Por otro lado, el uso de temperaturas elevadas favorece las reacciones de
pardeamiento no enzimatico (Anese et al., 2002) dando lugar a compuestos
altamente reactivos que pueden reaccionar con algunas vitaminas, oxidandolas, y
producir complejos oscuros que modifican el color, aroma y sabor de la fruta.

Existen referencias de la degradacion aerobia de la vitamina C en las
cuales, si se aplica calor se produce el acido 2,3- dicetogulénico, a partir del cual
se producen descarboxilaciones y deshidrataciones formandose finalmente acido

furoico. Este compuesto interviene en la reaccion de Maillard, o puede intervenir
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en condensaciones con otras moléculas de su misma naturaleza dando complejos
oscuros coloreados, por ejemplo, en zumos donde no se ha eliminado bien el
oxigeno.

En la degradacion anaerobia de la vitamina C, en medios muy acidos y
con aplicacion de calor se produce el acido 2-cetogulénico, a partir del cual se
produce el furfural que es intermediario de las reacciones de pardeamiento no
enzimatico, oscureciéndose finalmente el producto. En los zumos, a pesar de estar
bien envasados, si hay un pH muy acido se puede dar color oscuro y envase
abombado ya que se desprende CO, en la secuencia de reacciones.

En el caso de la fresa, la pérdida del color rojo intenso de la fruta,
ocasionada por estas reacciones o por la pérdida de antocianinas como
consecuencia del tratamiento térmico, da lugar a importantes pérdidas de calidad.
Ademas, durante el almacenamiento pueden ocurrir cambios indeseables en el
color del producto por efecto de la actividad polifenoloxidasa o peroxidasa residual
(Chisari et al., 2007) que seran funcion de la temperatura de almacenamiento. De
todos los factores estudiados, el control de la temperatura de almacenamiento es
el que incrementa de forma significativa la estabilidad del color.

Otro parametro de calidad importante que puede verse modificado por el
tratamiento térmico es la viscosidad del zumo. Esta propiedad reoldgica depende
de la cantidad de solidos totales, la cantidad de solidos solubles, el tamafio de
particula y la temperatura (Ahmed et al., 2004). El tratamiento térmico puede
afectar a estos factores, como por ejemplo, modificando la fracciéon de pectina

soluble presente en la fruta, cambiando de esta manera la viscosidad del producto
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(Dutta et al., 2006). Por otra parte, durante el almacenamiento en refrigeracion, la
actividad residual de la pectinmetilesterasa podria influir en el comportamiento
reoldgico del producto.

Aunque no se han encontrado referencias bibliograficas sobre el efecto de
la intensidad del tratamiento térmico en la evaluacion sensorial de purés de fresa
tratados térmicamente, en otros zumos de frutas semejantes como los de citricos,
un tratamiento de pasteurizaciéon suave es preferido por el consumidor frente a los
tratamientos mas intensos como el de esterilizaciéon, a pesar de que su vida

comercial el mas corta y se requiere su almacenamiento en refrigeracion.

I.2. Estado actual del tema y antecedentes de nuestra investigacion.

Cada vez es mayor la preocupacion de consumidores, procesadores y
productores por obtener alimentos mas sanos y seguros (Bello, 2005). Ademas,
los consumidores estan interesados en conocer con exactitud la composicion de
los alimentos y el efecto de los ingredientes de la dieta en su salud, bienestar y en
la prevencién de enfermedades (Cano et al., 2005).

Numerosos estudios epidemioldgicos asocian el consumo de una dieta
rica en productos de origen vegetal con una menor predisposicién a padecer
ciertas enfermedades degenerativas como cancer (Potter, 1996, Jang et al., 1997;
Michels et al., 2000) y enfermedades cardiovasculares (Rimm et al., 1996) (Liu,

2002) (Pace-Asciak et al., 1995; Divisi et al., 2006). Por tanto, el consumidor
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valora positivamente aquellos alimentos vegetales que no sélo le proporcionan
nutrientes indispensables para la vida (carbohidratos, proteinas, vitaminas, grasas,
etc.) sino que ademas posean sustancias con un posible efecto protector para su
salud, conocidos como compuestos fitoquimicos o bioactivos (antocianinas,
flavonoides, etc.) (Prior y Cao, 2000).

Por otro, lado las frutas y hortalizas deben ser procesadas y conservadas
por conveniencia y razones economicas, lo que implica numerosos cambios desde
la cosecha hasta su consumo. Durante las operaciones de acondicionamiento,
procesamiento y almacenamiento se producen cambios que afectan a las
propiedades nutritivas y funcionales de estos alimentos. En los paises mas
industrializados surgen tecnologias de conservacion de alimentos orientadas a
minimizar el impacto de los procesos sobre el valor nutritivo, calidad sensorial y
propiedades funcionales de los mismos. Se producen “alimentos vegetales
minimamente procesados” (Gonzalez-Aguilar et al., 2004), denominacién que
hace referencia a la aplicacion de una tecnologia que, combinada con otras,
ayudan a mantener las caracteristicas propias del alimento fresco original, ademas
de mejorar su vida comercial en términos microbiolégicos, sensoriales y
nutricionales.

De los métodos fisicos, los tratamientos térmicos son, en la mayoria de los
casos, los escogidos para la conservacion de los zumos y otros alimentos
perecederos. Como ya se ha comentado, el tratamiento térmico tiene una larga

tradicion al ser un método econdmico y eficiente en el logro de la inactivacion
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microbiana y enzimatica (Diels et al., 2005); (Bahceci y Acar, ; Bower y Daeschel,
1999; van Asselt y Zwietering, 2006).

Los tratamientos térmicos tradicionalmente aplicados a los alimentos son
los procesos de esterilizacion, aunque en alimentos de alta acidez se aplican
también procesos de pasteurizacion. En la tabla 1.1 se describen los parametros

de los principales procesos térmicos aplicados.

Tabla I.1. Tratamientos térmicos usados en la conservacion de alimentos.

Tratamiento Temperatura°C Tiempo
Termizacién 63-65 15-30s
Pasteurizacion HTST? 72-75 15-20 s
Pasteurizacion LTLT® 63-65 30 min
Ultrapasteurizacion 125-138 2-4s
Esterilizacién en envase 115-120 20-30 min
Esterilizacion UHT® 138-150 1-4 s

a Iniciales de High Temperature ShortTime
b Iniciales de Low Temperature Long Time
c Iniciales de Ultra High Temperature.

Los procesos de esterilizacion pretenden la destruccidon de los
microorganismos presentes en los alimentos y la inactivacion total de los enzimas,

mientras que en los procesos de pasteurizacién se trata de destruir los
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microorganismos patéogenos y reducir la actividad enzimatica a niveles
compatibles con la conservacion refrigerada del producto durante su periodo de
vida util. En este sentido, en los productos pasteurizados se debe poner atencion a
la posible contaminacion de algunos microorganismos que los alteran, entre ellas,
algunas bacterias esporuladas y no esporuladas, levaduras y mohos.

Una combinacién que se utiliza cada vez con mayor frecuencia en zumos,
purés y derivados de frutas es la aplicacion de tratamientos térmicos muy suaves y
la conservacion refrigerada de los mismos. El tratamiento térmico suave reduce
considerablemente el impacto de las altas temperaturas sobre la calidad de los
alimentos, manteniendo en alto grado sus propiedades nutritivas y sensoriales,
mientras que la conservacion refrigerada confiere a los alimentos asi tratados la
estabilidad necesaria para su comercializacion.

Las actividades enzimaticas residuales en zumos pasteurizados pueden
producir pardeamiento, clarificacion, decoloracion y aparicion de sabores y aromas
extrafos.

El pardeamiento enzimatico provoca el oscurecimiento de algunos
productos naturales vegetales ricos en compuestos fenolicos durante su
elaboracién o almacenamiento, y se debe a la actuacién de las polifenoloxidasas.
Una alta concentracion de polifenoles en el tejido vegetal puede dar lugar a
pardeamientos mas intensos, pero los polifenoles, por sus propiedades
antioxidantes son muy beneficiosos para la salud, y el pardeamiento enzimatico
puede evitarse o reducirse aplicando tratamientos adecuados (Luh et al., 1967,

Chang et al., 2000).
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Sdlo se ha encontrado un trabajo sobre la reduccién de la actividad PPO
en fresa por tratamiento térmico. Dalmadi et al. (2006) estudiaron su inactivacion
térmica y el pH o6ptimo de actividad, encontrando un valor de 5 para esta enzima
en fresa variedad Elsanta. Segun este estudio, un tratamiento de 10 minutos a
55°C reduce la actividad PPO de un extracto a pH 7 en un 50% y estos enzimas
se inactivan completamente con un tratamiento a 65°C durante 10 minutos.

En otras especies vegetales se observan comportamientos analogos.
Chutintrasria y Noomhorm (2006) estudiaron la inactivacion térmica de la PPO en
puré de pifa tratado en intervalos de temperatura entre 40°C y 90°C con
exposicion entre 10 y 30 minutos, encontrando que se obtiene una reduccién del
60% a 70-75°C durante 5 minutos, a 65°C durante 10-25 minutos y a 60°C durante
30 minutos. Weemaes et al. (1997) estudiaron la influencia del pH en la cinética
térmica de inactivacion en la PPO en extracto de champifidén, encontrando que la
estabilidad de la PPO aumenta a pH superior a 6,5 y el mismo grupo (Weemaes et
al.,, 1998) también estudié la cinética de inactivaciéon de la PPO en mango,
combinando tratamientos de altas presiones con temperaturas moderadas (62°C).

Las peroxidasas son enzimas que catalizan la oxidacion de un amplio
numero de sustratos organicos, utilizando el poder oxidante del perdxido de
hidrégeno. Es uno de los grupos de enzimas mas termorresistentes; una
inactivacion parcial de la peroxidasa puede dar lugar a alteraciones oxidativas que
pueden traducirse en pérdidas de color, modificaciones del sabor, y aparicion de
sabores extrafos de los alimentos, existiendo muchas diferencias entre unas

especies vegetales y otras. Existen pocos trabajos sobre el comportamiento
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térmico de las POD de fresa. Civello et al. (1995) purificaron y determinaron
algunas de las propiedades de la POD de fresa, encontrando que la maxima
actividad se produce a pH 6,0 y una temperatura de 30°C. Ademas observaron
que un tratamiento a 60°C durante 5 minutos reduce la actividad al 20% de la
inicial y con 20 minutos a la misma temperatura la actividad disminuye hasta
niveles inferiores al 5%. En un trabajo reciente, Begofia de Ancos et al. (2007)
estudiaron la inactivacion de la POD de fresa en un tratamiento con microondas y
observaron que, en las mismas condiciones de aplicacion (850 w durante 60
segundos) la actividad POD de la fresa se reduce sélo en un 8% mientras que en
otros frutos como kiwi y papaya la reduccion es del orden del 60%. ElI mismo
grupo de trabajo también investigd anteriormente la inactivacion enzimatica de un
puré de fresa por tratamiento conjunto de altas presiones y temperatura,
sugiriendo como conclusioén un tratamiento a 230 MPa y 43°C (Cano et al., 1997).
Las pectinmetilesterasas constituyen un grupo de enzimas pectoliticos que
catalizan la desmetoxilacion de las pectinas. Los iones divalentes del medio
(fundamentalmente iones Ca”) se unen a los grupos carboxilo liberados y hacen
de puente entre cadenas de pectina, creandose macromoléculas de pectato
calcico insolubles. La precipitacién de estas macromoléculas arrastra a otros
componentes coloidales de zumos y purés, lo que da lugar a una clarificacion del
medio (Joslyn y Pilnik, 1961). En productos como purés de fresa y zumos de
naranja, donde la turbidez es un factor de calidad del producto, la actividad PME

da lugar a una pérdida de aceptacion del producto por los consumidores.
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No se han encontrado referencias bibliogréficas sobre la actividad PME en
purés de fresa y su comportamiento frente a tratamientos térmicos. Una gran parte
de los trabajos sobre actividad PME se han llevado a cabo en zumos de naranja y
mandarina, frutos que por su composicién y pH (alrededor de 3,5) cabe considerar
préximos a la fresa. En los zumos citricos, los tratamientos de pasteurizacion se
ajustan para inactivar suficientemente este grupo de enzimas, mas
termorresistentes que los microorganismos contaminantes, dado el bajo pH del
medio (Kimball, 1999). Carbonell et al. (2006) estudiaron la actividad PME, en
diferentes zumos de frutos citricos, encontrando diferencias entre la actividad PME
y su termorresistencia entre los diferentes zumos y constatando que con
tratamientos térmicos suaves (por ejemplo 74°C durante 10 segundos) se reduce
su actividad de zumos de Clementina Nules hasta un 6,5% de la inicial. Estos
tratamientos térmicos suaves apenas modifican el sabor caracteristico de los
zumos frescos (Sentandreu et al., 2005).

Los tratamientos térmicos de pasteurizacion influyen en mayor o menor
grado en las caracteristicas fisico-quimicas y organolépticas del producto. Un
aspecto fundamental a considerar es la reologia del puré de fresa y su posible
cambio de comportamiento reoldégico cuando se somete a tratamientos térmicos
y/o almacenamiento. Existen muchas referencias sobre el comportamiento
reoldgico de purés de frutas (Labuza y Simon, 1969; Moreira, 1976; Ngaseppam et
al., 2000; Vidal y Gasparetto, 2000; Krokida et al., 2001;Curcio et al., 2001;
Juszczak y Fortuna, 2003; Rosa et al., 2004), pero en ellas no se aborda el caso

del puré de fresa. Dos trabajos (Juszczak y Fortuna, 2003; Rosa et al., 2004)
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estudian el comportamiento reolégico de zumos clarificados de fresa, pero este
producto tiene obviamente un comportamiento reolégico muy diferente del de un
puré integral.

Los diversos estudios han demostrado que la aceptacion de un producto
por parte del consumidor depende en buena medida de su apariencia y, por tanto,
también de su color. Realmente, el color es la primera sensacion que se percibe y
la que determina el primer juicio sobre su calidad. Es también un factor importante
dentro del conjunto de sensaciones que aporta el alimento y tiende, a veces, a
modificar subjetivamente otras sensaciones como el sabor y el olor.

Algunas caracteristicas del color de la fresa han sido estudiadas utilizando
medidas objetivas del mismo (Abers y Wrolstad, 1979; Bakker et al., 1994; Bakker
et al., 1992; Castro et al., 2002; Duhard et al., 1997; Garcia-Viguera et al., 1999)
pero no se han encontrado referencias sobre cémo evolucionan los parametros de
color cuando los purés de fresa se someten a tratamientos térmicos suaves y se
almacenan posteriormente a temperatura ambiente o en refrigeracion.

El analisis sensorial ha demostrado ser un instrumento de suma eficacia
para el control de calidad y aceptabilidad de un alimento. Se ha definido como una
disciplina cientifica usada para medir, analizar e interpretar las reacciones
percibidas por los sentidos de las personas hacia ciertas caracteristicas de un
alimento como son su sabor, olor, color y textura. El resultado de este complejo de
sensaciones captadas e interpretadas es usado para medir la calidad de los
alimentos. Dentro de las principales caracteristicas sensoriales de los alimentos

destacan: el olor, que es ocasionado por las sustancias volatiles liberadas del
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producto, las cuales son captadas por el olfato; el color, que es el resultado de la
interaccién de la luz con la materia, percibida por la vista; la textura, que es una de
las caracteristicas primarias que conforman la calidad sensorial, no tiene una
definiciéon sencilla porque es el resultado de la accion de estimulos de distinta
naturaleza. Algunas caracteristicas sensoriales de la fresa han sido estudiadas por
diversos autores, pero no en puré sino en otros productos derivados como yogur
(Gambaro et al., 2001), zumo (Golaszewski et al., 1998) y mermeladas (Spayd y
Morris, 1981). No se han detectado referencias bibliograficas sobre la evaluacion
sensorial de purés de fresa tratados térmicamente.

Por otra parte, en cualquier producto destinado a consumo humano debe
conocerse la flora microbiana presente y su comportamiento frente a los procesos
térmicos. No se han encontrado referencias bibliograficas sobre la flora microbiana
del puré de fresa y su comportamiento en procesos térmicos moderados, pero por
similitud de pH con el zumo de naranja (Torres et al, 2008) no cabe esperar que
aparezcan problemas microbioldgicos en los productos tratados.

La gama de zumos pasteurizados refrigerados esta aumentando
continuamente, debido a la alta calidad y razonable estabilidad de estos zumos.
No existen purés pasteurizados de fresa y ademas de su interés por las
propiedades sensoriales, nutritivas y funcionales de este producto, su elaboracioén
permitiria una valiosa salida para los destrios de la confeccion del fruto en fresco.
El producto también tiene interés como producto semielaborado para la fabricacion
de yogurs, helados y productos de pasteleria. El tema tiene interés cientifico,

econdmico y social y forma parte del programa de investigacion del Departamento
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de Tecnologia de Alimentos y del Instituto Universitario de Ingenieria de Alimentos
para el Desarrollo de la Universidad Politécnica de Valencia y esta muy
relacionado con las actividades del grupo de zumos del Instituto de Agroquimica y
Tecnologia de Alimentos, del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.

Los objetivos del trabajo se ajustan perfectamente a los de la convocatoria
del Plan Nacional de Investigacion Cientifica, Desarrollo e Innovacion Tecnoldgica
2004-2007. Dentro del Programa Nacional de Recursos y Tecnologias
Agroalimentarias se centran en el objetivo general b) "Obtencién y elaboracion de
productos agroalimentarios de calidad, seguros y saludables”, Area de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos, objetivos cientifico-técnicos 11 (Procesos de elaboracion
y conservacion de alimentos), subobjetivos 11.1 (Modelizacién, disefo,
optimizacién y validacién de nuevos procesos) y 11.7 (Desarrollo de prototipos y
equipos para la industrializacion de productos agroalimentarios).

La tesis presente esta enmarcada dentro del proyecto AGL-2005-05994
financiado por el Ministerio de Educacién y Ciencia, por el Fondo Europeo de
Desarrollo Regional y por el programa Agroalimed de la Generalitat Valenciana.
Pretende establecer las caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales del puré de
fresa y su estabilidad respecto al tratamiento térmico y almacenamiento. Se han
utilizado el bagaje de conocimientos previos adquiridos en la investigacion de
zumos de naranja y mandarina para aplicarlos en un producto similar, el puré de

fresa, que hasta el momento ha sido objeto de escasos estudios cientificos.
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Il. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO.

I.1. OBJETIVO GENERAL.

El objetivo de esta tesis ha sido el estudio del efecto de la intensidad del
tratamiento térmico en diferentes propiedades relacionadas con la calidad y

estabilidad nutritiva, funcional y sensorial del puré de fresa.

I.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

» Caracterizar la materia prima.

» Determinar la influencia del procesado térmico en la composiciéon y en las
propiedades fisico-quimicas, fisicas y sensoriales de interés del puré de fresa,
asi como en su estabilidad durante el almacenamiento.

» Determinar las actividades enzimaticas (PPO, POD, PME) residuales en el
puré de fresa en funcion de los distintos procesos térmicos aplicados.

» Determinar el efecto del tratamiento térmico en las propiedades funcionales
del puré de fresa.

» Seleccionar parametros que puedan servir como indicadores de la perdida de

calidad del puré de fresa durante su procesado y almacenamiento.
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I1.3. PLAN DE TRABAJO.

Para conseguir los objetivos anteriores, se disef6 el plan de trabajo que se

describe a continuacion.

» Obtencién de la materia prima:
Se parti6 de lotes homogéneos de fresa fresca, la cual fue lavada y troceada antes
de ser homogeneizada en forma de puré. Esto se realizd en una despulpadora o

pasadora de tornillo sin fin y se recolecté en un tanque de acero inoxidable.

» Tratamientos térmicos y almacenamiento:
La muestra obtenida fue sometida a un proceso de desaireacion y se dividié en 4
lotes. Uno de ellos se caracterizé como producto fresco y cada uno de los otros
tres se sometié a un tratamiento de pasteurizacién diferente: uno suave a 75°C
durante 15 segundos, otro mas severo a 90°C durante 20 segundos y otro a 90°C
durante 2 minutos. El puré inmediatamente pasteurizado fue envasado en frascos
de vidrio previamente esterilizados y ubicados dentro de una camara de flujo
laminar. El puré envasado se almacend en camaras a 3°C y los tratados mas
intensamente también a 22°C. Se realizaron analisis tanto inmediatamente
después de los tratamientos térmicos como a los 30 y 60 dias de almacenamiento.
Por su parte, el puré fresco fue analizado después del procesado. Una vez
cumplidos los tiempos de almacenamiento, las muestras se congelaron a -20 °C

hasta proceder a realizar los analisis correspondientes.
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» Caracterizacion del puré de fresa antes y después del tratamiento:

Se realizaron analisis de humedad, actividad del agua (ay), pH, contenido en
azucares mayoritarios, acidez total, vitamina C (acido ascérbico vy
dehidroascorbico), antocianinas mayoritarias (cianidina y pelargonidina) y recuento
de microorganismos viables totales y hongos y levaduras. Ademas se evalué el
color, el comportamiento reolégico y la aceptacién sensorial del aroma y sabor.

Se hicieron determinaciones de la actividad pectinmetilesterasa, peroxidasa y
polifenoloxidasa, con el fin de establecer posibles relaciones entre la actividad
enzimatica residual y la pérdida de «calidad del producto durante el
almacenamiento.

Se evalud la actividad antioxidante, uno de los principales papeles funcionales

atribuidos a las frutas.
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ll. MATERIALES Y METODOS.

1.1 MATERIA PRIMA Y PROCESADO.

Para este estudio se utiliz6 fresa (Fragaria x ananassa) de la variedad
Camarosa adquirida en un comercio de la ciudad de Valencia y procedente de
Huelva. La fresa usada en los ensayos fue procesada en planta piloto 3 dias
después de haber sido cosechada. Las fresas tuvieron un calibre promedio > 20
mm, perteneciendo todas ellas a la categoria 12. Se recibieron en la planta piloto
del Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA) de Valencia donde
se procesaron tal y como se describe a continuacion.

La fruta llegé a la planta piloto en cajas de 2 kg (Figura Ill.1). Se lavé con
agua corriente, se dejo escurrir y se introdujo en una pasadora de tornillo (tamiz
con perforaciones de 0,7 mm ) que, al tiempo que transforma el fruto en puré,
retira pedunculos y hojas (figura 111.2).

El puré obtenido fue recogido y transvasado a un tanque de acero
inoxidable. De aqui se separd un primer lote correspondiente al puré fresco sin
desairear, que fue envasado en frascos de vidrio de 250 mL previamente
esterilizados con vapor y al que se midié el color, antocianinas y vitamina C, segun
se describe mas adelante. El resto del puré fue llevado a un equipo de
concentracién de pelicula agitada, que operando a 25°C y una presion absoluta de
0,15 MPa), sirvi6 de desaireador. El producto obtenido se muestra en la figura

.3.
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Figura Ill. 2. Pasadora de tornillo sinfin.
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Figura lll. 3. Fraccion de desecho y fraccion pulposa que sera sometida al proceso

de desaireado.

El puré desaireado se dividié en 4 lotes. El primero, correspondiente al
puré fresco, fue envasado directamente en frascos de vidrio de 1L y 250 mL
previamente esterilizados. El segundo y tercer lote pasaron al tratamiento térmico,
en un pasteurizador de placas (APV Ibérica S.A., modelo junior) (Figura IIl.4)
alimentado por una bomba volumétrica helicoidal. Se ajustaron los caudales para
cada tiempo de tratamiento, logrando asi una diferenciacién de tiempos de
retencion. El segundo lote se pasteurizé a 75°C durante 15 segundos y el tercer
lote a 90°C durante 20 segundos.

El cuarto lote se envas6 en caliente, a 90°C, en tarros previamente
precalentados para evitar su rotura por choque térmico. Tras el cierre, se les dio la

vuelta a los tarros (para que el propio producto, acido y caliente, esterilice también
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la tapa) y después de 2 minutos se enfriaron por inmersién en agua, primero en

agua tibia (unos 45°C) y luego con agua corriente.

artral de
bemperatura

Placasz, area
pasteurizacion

Figura lll. 4. Pasteurizador de placas APV Ibérica junior.

El envasado de cada una de las muestras tratadas térmicamente se llevo

a cabo en una camara de flujo laminar y en frascos de vidrio de 250 y 900 mL

previamente esterilizados con vapor (Figura I11.5).
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Figura lll. 5. Envasado en camara de flujo laminar y esterilizacion de los frascos

Finalmente los tarros de puré se almacenaron en una camara de
refrigeracion a 3°C y, en el caso de las muestras del tercer y cuarto lote, también a
21-22°C, durante un plazo maximo de dos meses. De aqui se tomaron las

muestras para los analisis que se describen en el siguiente apartado.
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[11.2 ANALISIS REALIZADOS.

111.2.1. AzUcares.

El analisis de azucares fue realizado usando un cromatoégrafo iénico MIC-
9ADV (Metrohm Ltd, Swizerland) y detector de pulsos amperométricos. Se utilizé
una columna Metrosep Carb 1-250 4.6x250 mm. Como fase moévil se usé NaOH
100 mM con un flujo de 1 mL/min. El puré de fresa fue centrifugado a 5000 rpm
durante 15 min, se tomaron 100 uL del sobrenadante y se diluyeron en agua Meq
hasta 25 mL. De esta dilucion se inyecté un volumen de 20 pl en el cromatografo.

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

[11.2.2 Actividad del agua.

La actividad del agua se determiné con un higrémetro de punto de rocio
Aqualab modelo CX-3 con una sensibilidad 0,003, calibrado previamente con una
solucion salina saturada (K,Cr,0O-, a,, = 0,981). Se colocaron aproximadamente 5 g
de muestra previamente homogeneizada en los recipientes plasticos dispuestos

para dicho equipo. Las medidas se realizaron por triplicado.
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111.2.3. Humedad.

La humedad de las muestras se determind, por triplicado, de acuerdo a la
metodologia estandar AOAC 20.013 (AOAC, 1980), pesando aproximadamente 5
g de muestra, mezclada con una cantidad proporcional de arena seca. El proceso
de secado se llevd a cabo por medio de una estufa a vacio (10 mmHg) modelo
Vacioterm a 60°C hasta obtener peso constante. La diferencia de pesos antes y
después del secado en la estufa en relacién al peso inicial de muestra permite

determinar la humedad, expresada como g agua/g muestra.

[11.2.4. Determinacion del pH.

Se realizé6 con un pHmetro Crison GLP 22, previamente calibrado con

tampones a pH 4 y 7. Las medidas se realizaron por triplicado.

111.2.5. Determinacién de los °Brix.

Los solidos solubles de la fraccion liquida de la fresa se determinaron, por
triplicado, previa homogenizacion de la muestra en un Politrén a 8000 rpm. Se
midieron los °Brix usando un refractometro (Atago Pocket, pal-1, Atago Co Ltd.,

Tokyo, Japan) a 20°C (AOAC 932.12, AOAC, 1980).
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[11.2.6. Acidez.

La acidez total fue medida, por triplicado, por valoracién con NaOH 0,1 N
hasta pH 8,1 (Crison micropH 2001, Espafia), partiendo de 10 g de muestra
triturada (AOAC 942.15, AOAC, 1980). Los resultados se expresaron en

porcentaje de acido citrico, por ser el mayoritario de la fresa.

111.2.7. indice de madurez.

Este indice se calculd a partir de la relacién entre los °Brix y la acidez de la

muestra.

111.2.8. Color.

El equipo para la medida del color fue un colorimetro Hunter Labscan I,
utilizando como referencia el iluminante D65, observador 10°. Las medidas fueron
tomadas por ftriplicado sobre un diafragma de apertura de 13mm.
Aproximadamente 80 mL de puré se colocaron en un recipiente de vidrio especial
(cristalizador) de 100 mL de capacidad (7cm de profundidad x 6,5 cm de
didmetro). Antes de la medida de cada lote de muestras, el equipo se calibré con

un blanco y negro standard. A partir de las coordenadas L* a* b* se calculé el tono
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(h*), croma (C*) y diferencia de color (AE*) entre muestras, segun las ecuaciones

.1, 1.2 y 1ll.3, respectivamente.

h* = arctg (b*/a*) (1.1)
C* = (@) + (b*))"? (n.2)
AE* = ((AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?)"? (111.3)

[11.2.9. Reologia.

Se estudié el comportamiento reoldgico de los purés de fresa a través de
las curvas de flujo obtenidas con un redmetro rotacional (HAAKE RheoStress 1,
Thermo Electron Corporation), rotor Z34 DIN 53019. Se realizaron, por triplicado,
barridos ascendentes y descendentes de gradiente de velocidad de 0 a 300 s" en
180 s. A las curvas se ajust6 la ley de Potencia o modelo de Ostwald-de Waele
(Ecuacion 111.4). De esta forma se obtuvo el indice de consistencia K (Pa s") y el
indice de comportamiento al flujo n (adimensional). También se caracterizo el area

de histéresis relativa (Ecuacion 111.5).

(Il.4)
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AH, (%) :%-100 (I11.5)

donde A,=area bajo la curva de flujo obtenida de 0 a 300 s’ y Ag=area bajo la

curva de flujo obtenida de 300 a0 s™.
[11.2.10. Analisis sensorial.

Las pruebas se realizaron mediante un test de ordenacién simple de
muestras. Cada panelista recibio tres o mas muestras codificadas y se le pidiod
ordenarlas de acuerdo con la intensidad de una caracteristica especifica, en este
caso la intensidad de sabor a fresco y ausencia de sabores extrafios.

El mismo dia de la obtencion de los purés se hizo un test de ordenacién de
las 4 muestras obtenidas (fresca, pasteurizada a 75°C-5s, pasteurizada a 90°C-
20s y envasada en caliente). Un segundo test se llevd a cabo para evaluar el
sabor a fresco de las muestras pasteurizadas y almacenadas hasta 60 dias en
refrigeracion. Por ultimo, se realizé un tercer test de ordenacion de muestras para
evaluar el efecto de la temperatura (3°C 6 22°C) y tiempo de almacenamiento en
el sabor del puré de fresa envasado en caliente. En el ensayo de cata participaron
27-48 catadores. Los datos de la cata fueron recogidos y procesados por el
sistema Compusense Five 3.6 y evaluados por test no paramétricos para detectar

diferencias significativas.
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111.2.11. Actividades enzimaticas.

[11.2.11.1. Actividad polifenoloxidasa.

La actividad polifenoloxidasa (PPO) se midié usando el procedimiento
descrito por Pizzocaro et al. (1993) con algunas modificaciones. El extracto del
enzima se obtuvo por mezcla de 10 g de pulpa de fresa con 10 mL del reactivo
buffer Mcllvaine: tampodn fosfato sédico 0,2M a pH 6,6, con 2% (peso/volumen) de
polivinilpolipirrolidona y 1% (volumen/volumen) de Triton X-100, todo ello
mantenido a baja temperatura (4°C). La mezcla se agitdé durante 3 minutos en
bafo a 4°C, después se centrifugd a 5000 rpm durante 30 minutos (también a 4°C)
y finalmente el sobrenadante se recogié y se filtr6 a través de papel Whatman
N° 1. A continuacion se tomaron 0,3 mL del extracto enzimatico y se mezclaron
con 0,5 mL de catecol (0,175 M) y 1 mL de tampon fosfato sédico 0,05 M (pH 6,6),
agitando bien el contenido. El blanco se preparé de la misma forma pero utilizando
0,3 mL de agua destilada en lugar del extracto enzimatico. La muestra y el blanco
se colocan en sus respectivas cubetas y éstas se introdujeron en un
espectrofotometro Ultrospec 3100 pro de doble haz. Se midié al mismo tiempo el
blanco y la muestra. Se registré la absorbancia a 420 nm tomando lecturas cada
15 segundos durante un total de 10 minutos. La actividad enzimatica se determiné
a partir de la pendiente en el origen de la curva de ajuste y los resultados se
expresaron como % del valor del puré fresco. Cada determinacién fue realizada

por triplicado.
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[11.2.11.2. Actividad peroxidasa.

Se prepard un extracto del enzima por mezcla de 10 g de pulpa de fresa
con 20 mL del reactivo buffer Mcllvaine: tampén fosfato sédico 0,2M a pH 6,6, con
2% (peso/volumen) de polivinilpolipirrolidona y 1% (volumen/volumen) de Triton X-
100, todo ello mantenido a baja temperatura (4°C). La mezcla se agitdé durante 3
minutos en bafo a 4°C, después se centrifugd a 5000 rpm durante 30 minutos
(también a 4°C) y finalmente el sobrenadante se recogi6 y se filtré a través de
papel Whatman N° 1. A continuacién se tomaron 0,1 mL del extracto enzimatico y
se mezclaron con 2,7 mL de tampédn fosfato sédico 0,05 M (pH 6,6) y 0,2 mL de
una disolucion de p-fenilendiamina al 1% (peso/volumen) y 0,1 mL de agua
oxigenada al 1.5%. Se us6 como blanco un extracto paralelo obtenido con puré de
fresa esterilizado en autoclave a 121°C durante 15 minutos. La muestra y el blanco
se agitaron y se colocaron en las respectivas cubetas del espectrofotometro. Se
tomaron lecturas de la absorbancia a 485 nm cada 30 segundos y durante un total
de 30 minutos. La actividad enzimatica se determiné a partir de la pendiente en el
origen de la curva de ajuste y los resultados se expresaron como % de la actividad
residual con respecto al puré fresco. Cada determinacion fue realizada por

triplicado.
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111.2.11.3. Actividad pectinmetilesterasa.

La actividad pectinmetilesterasa (PME) fue determinada usando el método
propuesto por Carbonell et al. (2006), una modificacién del método tradicional
desarrollado por Rouse et al. (1962). Esta modificacion consiste en medir
directamente el descenso del pH que tiene lugar cuando el enzima presente en el
puré hidroliza una disolucion de pectina y genera grupos carboxilicos libres. Una
muestra de 5 mL de puré y 5 mL de agua se llevd a pH 7,8 con NaOH 0,1N y se
mezclé con 20 mL de una disolucion de pectina comercial al 0,5% (Grinsted pectin
MRS 351, Danisco, Dinamarca). Se registro el descenso del pH con el tiempo y se
obtuvo la pendiente del tramo lineal inicial de la curva. La actividad PME fue

medida por triplicado en cada muestra analizada.

[11.2.12. Antocianinas, vitamina C y actividad antirradical.

111.2.12.1. Antocianidinas.

Se utilizé el método descrito por Lopes da Silva et al., (2007) con ligeras
modificaciones. Se tomaron 5 g de puré de fresa y se homogenizaron en un
Politrén (DI 25 basic Yellow Line); se lavé bien el vastago del Politron empleando
25-30 mL de MeOH acidificado con HCI 4M. La muestra homogeneizada se sonicé

durante 10 min y se centrifugd a 5000 rpm durante 20 minutos, manteniendo la
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temperatura a 4°C. Se procedié inmediatamente a filtrar a vacio empleando lana
de vidrio, debido a que en papel de filtro utilizado en los primeros ensayos
quedaban retenidas parte de las antocianinas de la muestra. Una vez filtrada la
muestra, la lana de vidrio se lavo bien usando 5 mL de la disolucion metandlica
acida de forma que no quedaran restos de color. Sobre el residuo soélido se
volvieron a afiadir 5 mL de la disolucion metandlica acida y se repitio todo el
proceso de agitacion, sonicacion, centrifugacion vy filtracion. El proceso completo
de extraccion se repitié de tres a cuatro veces hasta que el residuo quedo incoloro.

Se juntaron todos los extractos y las aguas de lavado (disolucion con las
antocianinas de la muestra) y se calenté en un bafio de agua a 90°C durante 45
minutos, con el fin de eliminar el resto azucarado de las antocianinas. Después de
enfriar, se elimind el metanol, empleando un rotavapor (Rotavapor RIl, Buchi)
provisto de un ultratermostato de circulacion (Frigiterm —10, Selecta), trabajando a
38-40°C. Cuando se consiguio eliminar totalmente el metanol la muestra se
redisolvié en 25-30 mL de agua acida a pH 2,0, se pasoé a un tubo y se centrifugd
durante 10 minutos a 5000 rpm. El sobrenadante se separé del residuo sdlido.
Con el fin de separar las antocianinas del resto de componentes se utilizé un
cartucho Sep-Pak (C18, Waters), llevando a cabo en todos los casos el mismo
procedimiento de activacion, consistente en pasar en primer lugar 5 mL de MeOH
acido (pH 2-2,5 con HCI), en segundo lugar 5 mL de agua y finalmente 5 mL de
agua acida (pH 2,0 con HCI). Una vez activado el cartucho, se pasé el volumen
total de la disolucion. Cuando fue necesario se empled presién para pasar el
volumen total de muestra. Para eluir las antocianinas retenidas en el cartucho, se

pasaron 5 mL de MeOH acido (pH 2-2,5 con HCI) y se recogieron en un matraz
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aforado de 5 mL. La disolucion se filtr6 empleando un filtro de membrana de nylon
de 0,45 pm de tamafio de poro (PK/100, Teknokroma) y se paso6 a un vial ambar
de 2 mL para ser determinadas por HPLC.

Se comprobaron los porcentajes de recuperacion de las antocianinas al
pasarlas por el cartucho Sep-pack C-18. Para ello, después de eluir del cartucho
las antocianinas de la muestra, se volvieron a pasar otros 5 mL de metanol acido y
la disolucion recogida se volvio a inyectar en el cromatografo, observando que no
se detectd ningun pico cromatografico correspondiente a las antocianinas. Se
comprobé pues que 5 mL de metanol acido son suficientes para eluir
completamente todas las antocianinas del cartucho.

Para el analisis por HPLC se utilizé un cromatdgrafo (1100 Series, Agilent
Technologies), equipado con desgasificador a vacio, bomba binaria, inyector
automatico con carro de muestras termostatizado y detector de hilera de
fotodiodos. El control del instrumento y el analisis de los datos se llevo a cabo en
un ordenador personal, empleando el software HP Chemstation. Como fase
estacionaria se us6 una columna de fase reversa C-18, de dimensiones 250 x 4,6
mm y 5 ym de diametro de particula (Luna Il, Phenomenex, Torrance, USA). Para
la elucién se utilizé el siguiente gradiente: 10% B a t=0 min, 10% B a t=10 min,
70% B a t=35 min y 100% B a t=36 min, siendo la fase B acetonitrilo (ACN) y la
fase A 0.01 M NH4CIl en agua pH 2,5 con acido acético. El flujo utilizado fue
1mL/min, el volumen de inyeccion 5 ul y la deteccion se llevoé a cabo empleando
una longitud de onda de 520 nm.

Para la cuantificacion del contenido total de pelargonidina y cianidina se

construyeron curvas de calibrado, después de pasar los patrones por un cartucho
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Sep-Pak (activado por el procedimiento explicado anteriormente). Se usaron
concentraciones desde 0 hasta 500 ppm de pelargonidina (n=6 y R2=O,99) y desde

0 hasta 50 ppm de cianidina (n=6 y R’= 0,99).

111.2.12.2. Acido ascérbico y vitamina C.

Para la extraccion del acido ascorbico contenido en la muestra de fresa se
utilizé la metodologia publicada por Gil-lzquierdo et al. (2002) y Sanchez-Mata et
al. (2000) con algunas modificaciones. Se emple6 como disolucién extractora agua
acida (pH 3,5 con H3PO, al 85%). Se utilizaron 5 g de muestra (puré de fresa) y se
adicioné 10 mL de la disolucién extractora. Se homogenizé y centrifugd a 5000
rom durante 20 minutos. Posteriormente, se filir6 empleando papel de filtro
Whatman n° 1, se lavé el residuo solido restante con 5 mL de agua acida y se
recogieron las aguas de lavado. Se junté el liquido filtrado con las aguas de lavado
y se llevaron hasta un volumen total de 20 mL empleando un matraz aforado. Esta
disolucion obtenida se pas6 a través de un cartucho Sep Pack, con el fin de
retener en el cartucho posibles interferencias hidrofébicas (la activacion fue la
misma que se describié en el anterior apartado). Una parte de la disolucion
obtenida se filtré6 empleando un filtro de nylon de 0,45 uym y se pasé a un vial para
su inyeccion por HPLC. También se tomé una alicuota de 2,5 mL de esta
disolucion, se le afadieron 0,5 mL de ditiotreitol (DTT, 20 g/L en agua) y se dejé
durante 2 horas en oscuridad, para asegurar la conversion de todo el acido
dehidroascorbico en acido ascorbico. La medida del acido ascoérbico obtenido

después de completar la reaccion nos dio el valor del contenido en vitamina C de
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la muestra, que corresponde a la suma de acido ascorbico y &cido
dehidroascorbico.

Para la determinacién cromatografica se utilizdé la misma columna que en
la determinacion de antocianinas. En este caso se empled eluyente isocratico
utilizando como fase moévil una mezcla MeOH:H,O 5:95 ajustada a pH = 3,5 con
H3;PO,. El flujo de la fase mévil fue de 1 mL/min; el volumen de inyeccion 10 yL y
se midio la sefal a una longitud de onda de 245 nm (AA=10 nm).

Para la cuantificaciéon del contenido en acido ascoérbico se realizd
previamente un calibrado. Para ello se empled una disolucion de 1000 ppm de
acido ascorbico como disoluciéon stock. Con esta disolucién se prepararon los
patrones para el calibrado (entre 0 y 100 ppm), los cuales se pincharon en el
cromatoégrafo antes y después de pasarlos por el cartucho Sep-Pak. En ambos

casos la linealidad fue adecuada (n=6, R?=0,999) y se obtuvo la misma pendiente.

111.2.12.3. Actividad antirradical.

En el zumo de fresa encontramos compuestos con actividad antirradical
como son el acido ascorbico y los polifenoles (entre ellos, las antocianinas). La
actividad antirradical del puré de fresa se determind mediante el ensayo de 2,2

difenil-1-picrilhidracil (DPPH), es decir, se midi6 la capacidad para reducir el

radical libre estable DPPH (que absorbe intensamente a 515 nm) a la

correspondiente hidracina (que no presenta practicamente absorcion a esta
longitud de onda). La variable a medir fue la reduccién de la absorbancia del

DPPH con el tiempo (Sentandreu, 2006).
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Para la preparacion de la muestra se tomaron 5 g del puré de fresa, se
diluyeron con 10 mL de agua, se homogeneizé y se centrifugd a 5000 rpm durante
15 minutos, se filiré sobre lana de vidrio y la disolucién obtenida se volvio a diluir
con otros 10 mL de agua. Se centrifugd de nuevo durante 5 minutos para
depositar las particulas solidas y del sobrenadante se tomaron diferentes
volumenes entre 20 y 50 yl. Para las medidas en el espectrofotometro se utilizé
una cubeta de cuarzo de 3 mL de capacidad y 1 cm de recorrido 6ptico. A la
cubeta se afadieron 1,9 mL de una disolucion de DPPH 100 ym en MeOH vy el
volumen correspondiente de muestra. El volumen se completé hasta 2 mL con
MeOH. La cubeta se agité y se colocé en el espectrofotometro para la medida de
la absorbancia, teniendo en cuenta el tiempo en que se afadié la muestra y
comenzo la reaccion y el tiempo en que comenzo la medida. En todos los casos
se afiadié una cubeta con MeOH, que se tomé como blanco.

Previo a la realizacion de los ensayos de actividad antirradical, se realizé
un calibrado para determinar el coeficiente de extincion molar (¢) del DPPH.
Teniendo en cuenta la ecuacion Ill.6, a partir del ajuste lineal de los datos
experimentales absorbancia frente a concentraciéon de DPPH, se obtuvo la

pendiente correspondiente al coeficiente, que resultd ser ¢ = 1,03-10* L-mol™"-cm™.

A=¢-1-C (111.6)
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[11.2.13. Microbiologia.

Se realizé una determinacion de la flora natural procedente del puré de
fresa por siembra del producto en medios de cultivo. Se realizaron analisis para
recuento de aerobios meséfilos y de mohos y levaduras. De acuerdo a las
recomendaciones de ICMSF (1988) se utilizaron placas petri con agar para
recuento en placa (Plate Count Agar - PCA) para aerobios mesofilos y agar-
patata-dextrosa (Potato Dextrosa Agar - PDA) para mohos y levaduras.

Cada uno de los medios de cultivo se prepar6 de acuerdo a lo
especificado por el fabricante (Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Espafia) y se
esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Posteriormente se dejaron
enfriar hasta 40°C aproximadamente, antes de repartirlo en los tubos de siembra.
De la misma manera se preparé una solucion de agua peptonada (Scharlau
Chemie S.A., Barcelona, Espana) en la proporciones establecidas (5g / 200mL).

Se procedié a preparar las diluciones con su respectiva repeticion desde
10" hasta 107 en tubos Eppendorf, utilizando una camara de flujo laminar.
Finalmente se hizo la siembra en profundidad en placas petri, que se llevaron a
una estufa de incubaciéon a 37°C durante 48 horas para bacterias y levaduras y
32°C durante 120 horas para mohos.

Para prever el comportamiento de muestras de puré de fresa con una
mayor contaminacién microbiana se inoculdé al puré un microorganismo modelo
(Lactobacillus plantarum) muy utilizado en este tipo de estudios y se hicieron

recuentos microbianos tras la aplicacion de los correspondientes tratamientos
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térmicos. En el caso de purés con alto contenido en pulpa (caso de la fresa),
donde es dificil el manejo del producto en tubos capilares, lo habitual es
centrifugar la muestra y utilizar el sobrenadante como sustrato a inocular. En este
caso concreto, el puré de fresa se centrifugé a 400g durante 10 minutos y se tomé
el sobrenadante clarificado para su inoculacién con L. plantarum. Se llenaron
viales con 9 mL de zumo clarificado y se esterilizaron a 100°C durante 10 minutos.

Se utilizaron cepas liofilizadas de L. plantarum proporcionadas por la
Coleccion Espafnola de Cultivos Tipo (CECT). El vial con el microorganismo
liofilizado se disolvid en 15 mL de medio MRS previamente esterilizado y se
incubé a 37°C, manteniéndose esta temperatura durante 30 minutos. A
continuacion el contenido se verti6 sobre 500 mL del caldo de cultivo MRS
(también previamente esterilizado) y se incubd a 37°C durante 20 horas para que
el microorganismo alcanzase la fase estacionaria de crecimiento. 500 mL del
cultivo se centrifugaron (3220g, 5 minutos, 4°C) y el precipitado se disolvié en 100
y 50 mL, respectivamente, de caldo de cultivo MRS. EIl contenido fue transferido a
viales de 2 mL con 1 mL de suspension y 1 mL de glicerol diluido al 20% con
medio MRS que se almacenadron, a -80°C 9 mL de la muestra a analizar de zumo
clarificado de fresa fue inoculada con 1 mL de esta solucion del microorganismo,
obteniéndose una concentracion final de 9x10° ufc/mL.

Los viales inoculados fueron tratados térmicamente en un bafio
termostatado de silicona liquida a las diferentes temperaturas de estudio (50, 55,
60, 65, 70 y 75°C) y los tiempos establecidos de 10, 20, 30, 40, 60 y 120 s. Los

capilares asi tratados se enfriaron rdpidamente en un bafio de agua y hielo.
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Posteriormente se llevé todo a una camara de flujo laminar y se pasaron
las muestras de los capilares a tubos Eppendorf y se obtuvieron diluciones
seriadas (entre 10" y 10® ) en tubos que contenian 900 uL de agua peptonada, se
homogenizaron y se sembraron 100 uL de cada dilucién por cuadruplicado en
placas petri. Se les agreg6 el medio de cultivo y las placas petri se llevaron a una
camara de incubacion a 37°C durante 48 h y a continuacion se procedio al

recuento de las colonias.
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IV. Resultados y discusion

IV.1. CARACTERIZACION DEL PURE DE FRESA FRESCO.

IV.1.1. Macrocomponentes y propiedades fisicoquimicas del puré de fresa

fresco.

La tabla 1V.1.1 muestra las caracteristicas iniciales promedio del puré de

fresa fresca empleado en el estudio.

Tabla IV.1.1. Caracteristicas iniciales del puré de fresa.

Caracteristicas Valor®
Sdlidos solubles (°Brix) 6,5+£0,2
Glucosa (g/100 g) 29+3
Xilosa (g/100 g) 0,14 £ 0,04
Fructosa (g/100 g) 1,9+04
Sacarosa (g/100 g) 0,50 £ 0,01
Acidez (expresada como acido citrico anhidro, %) 1,02 + 0,07
°Brix/acidez 6,4+0,7
pH 3,42+ 0,08
aw 0,997 £ 0,001
Contenido en agua (g agua/100g muestra) 90,2+0,8

a . . . . . . " -
Valor promedio (realizado de tres mediciones independientes) + desviacion estandar.
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Estos valores se asemejan a los publicados por Moraga et al. (2006) en
fresa de la variedad Camarosa cultivada en Espafia (Huelva), asi como a los
obtenidos por otros autores como Kafkas et al. (2007) en frutas maduras de la
misma variedad cultivadas en Turquia (acidez 0,83%, pH 3,29 azucares totales
57,90 g/L) y similares a los publicados por Sturm et al. (2003) en fresas producidas
en Slovenia.

Su contenido en azucares y la relacién azucar/acidez nos indica que la
materia prima de partida se encontraba en el punto 6ptimo para la elaboracién de
los purés. Segun Wozniak et al. (1997), que estudio como afecta la relacion
azucar/ acidez en las caracteristicas organolépticas de las fresas, un valor igual a
7 esta relacionado con un sabor definido como dulce mientras que un valor igual a
6 se corresponde con un gusto a acido. En nuestro caso, el valor promedio de la
relacion azucar/acidez que presentaron los lotes de fresa empleados en este
estudio fue de 6,34 lo que corresponde a un gusto bien equilibrado entre dulce y

acido.

IV.1.2. Comportamiento reolégico del puré de fresa fresco.

La figura 1IV.1.1 muestra, como ejemplo, el reograma o curva de flujo

obtenido en una muestra de puré de fresa fresca tras la realizacion de los barridos

ascendente y descendente de gradiente de velocidad que se describen en el

apartado 111.2.9 de materiales y métodos.

68



IV. Resultados y discusion
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Figura IV.1.1. Reograma del puré de fresa fresca inicial.

Con los puntos experimentales de esfuerzo (o) y gradiente de velocidad

() de la curva de flujo ascendente se ajustd, en cada repeticiéon, el modelo de

Ostwal de Waele (ec. lll.4) a través de una regresién no lineal realizada con el
programa SigmaPlot. Los valores promedio de los parametros del modelo, K
(indice de consistencia) y n (indice de comportamiento al flujo), obtenidos
aparecen en la tabla IV.1.2. El valor del coeficiente (Rz) fue superior a 0.993 en

todos los casos estudiados.

69



IV. Resultados y discusion

Tabla 1IV.1.2. Valores medios del indice de consistencia (K), indice de
comportamiento al flujo (n) y area relativa de histéresis de las muestras de puré de

fresa fresca.

Muestra Parametros reoldgicos Area histéresis relativa
K (Pa.s") n (%)
Puré de fresa fresco 2,53+0,11 0,328 + 0,007 3,28 £ 0,51

El valor de n entre 0 y 1, indicaria en principio, un comportamiento
pseudoplastico del puré de fresa, cuya viscosidad decrece al aumentar el
gradiente de velocidad. Sin embargo, como la curva ascendente y descendente no
coinciden sino que la ascendente va por encima de la descendente, quedando
entre ambas un area de histéresis, podemos decir que, para un determinado
gradiente de velocidad, la viscosidad disminuye con el tiempo de cizalla y, por lo

tanto, se trata de un fluido tixotrépico. A partir de la ecuacién III.5 se calculo el
area de histéresis relativa (AH, ) en cada una de las repeticiones realizadas. El

valor promedio aparece en la tabla IV.l.2 cuya magnitud esta relacionada con el
pequefo caracter tixotropico de la muestra.

Desde el punto de vista molecular, la interpretacion del comportamiento de
este tipo de fluidos corresponde a productos con particulas dispersas (fibras,
pectinas, etc.) en una fase continua liquida que como consecuencia del gradiente
de velocidad generado, se orientan, desenrollan, deforman o desagregan con el

flujo, produciéndose asi una disminucion de la resistencia al flujo o de la
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viscosidad aparente (Windhab, 1995). Este efecto es tanto mayor cuanto mayor es
el gradiente impuesto. A un gradiente dado, con el tiempo se establece un
equilibrio entre la desorganizacion estructural impuesta por el flujo y la
reestructuracion del sistema provocada por el movimiento Browniano y las
interacciones interparticula. EI cambio estructural del sistema por efecto del
gradiente hasta la situacién de equilibrio puede ocurrir en un tiempo medible
dentro de la escala habitual de tiempos u ocurrir muy rapidamente de forma que
no se observe la cinética de cambio estructural. En el primer caso se habla de

tixotropia y en el segundo caso de pseudoplasticidad.

IV.1.3. Color del puré de fresa fresco.

En el proceso de obtencion del puré de fresa, la presencia de aire ocluido
en el producto es inevitable pudiendo afectar en la medida del color de las
muestras. En las industrias de zumos, generalmente se incluye una etapa de
desaireado para proteger al producto de reacciones oxidativas. En este sentido, la
la tabla IV.1.3 muestra como afecta la desaireacién a vacio, en las condiciones
que aparecen en el apartado 1ll.1 de materiales y métodos, en los valores de las
coordenadas CIE L*a*b* y los atributos tono (h*) y croma (C*) del puré de fresa,
calculados a partir de las ecuaciones Ill.1 y Ill.2, respectivamente.

La desaireacion da lugar a purés mas oscuros, ya que el valor de L*
(luminosidad) es significativamente menor, y con un valor de la coordenada a*

significativamente menor. Sin embargo, la desaireacion no supone diferencias
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significativas en el tono y pureza de color de las muestras de estas muestras. La
ausencia de aire implica un indice de refraccion mas homogéneo en la muestra y
una mayor absorcién de luz, con la correspondiente disminucién de la reflectancia
y por lo tanto de L*. La diferencia de color calculado entre ambas muestras es de +

4.5 unidades, lo que ya es perceptible al ojo humano. En cualquier caso, para

evitar oxidaciones, parece recomendable la desaireacion previa del puré.

Tabla IV.1.3. Efecto de la desaireacion en el color del puré de fresa.

Desaireacion L* a* b* Cc* h*
No 28,0+04% 351+06°% 23+3% 42+2% 33+3°
Si 241+05° 331+1,1° 22+4% 40%2% 34%5°

2® Grupos homogéneos establecidos por el ANOVA (p<0.05).

IV.1.4. Actividad enzimatica.

IV.1.4.1. Pectinmetilesterasa.

La figura IV.1.2 muestra la curva obtenida para la evaluacion de la
actividad PME del puré de fresa fresco. Los puntos experimentales se ajustaron a
una funcién exponencial doble y de la pendiente en el origen se obtuvo el valor

maximo: ApH/At =0,00176. Utilizando la conversion descrita por Carbonell et al
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(2006) se obtuvo una actividad, expresada en unidades internacionales, de 0,385

nKat.

Actividad PME en Pure de fresa fresco

Ta¥l

7.4 4 O t(s)vs pH
modelo estadistico

pH

~

~
I

t(segs)

Figura IV.1.2. Descenso del pH con el tiempo de incubacion enzimatica.

IV.1.4.2. Peroxidasa.

La figura 1V.1.3 muestra la evolucion de la densidad 6ptica (absorbancia)

de la muestra y el blanco con el tiempo de incubacién. Los puntos experimentales

se ajustan perfectamente a una recta, con una pendiente de AAbs/At = 0,0100.
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Actividad peroxidasa en pure de fresa fresca
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Figura IV.1.3. Evolucion de la actividad enzimatica POD (AAbs/At).

IV.1.4.3. Polifenoloxidasa.

La figura 1IV.1.4 nos muestra los puntos experimentales y el ajuste

mediante el modelo matematico de la regresion polinomial cubica. El valor de la

maxima pendiente correspondié a AAbs/At= 0,0008.

74



IV. Resultados y discusion

Actividad Polifenoloxidasa en pure de fresa fresco
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Figura IV.1.4. Evolucion de la actividad enzimatica PPO (AAbs/At).

Tabla IV.1.4. Resumen de las actividades enzimaticas encontradas en el puré de

fresa fresco.

PME* (nKat)  PPO* (AAbs/At)  POD* (AAbs/At)

Actividad (pure fresco) 0,385 + 0,036 0,010 £ 0,002 0,008 £ 0,001

* Media de tres determinaciones analiticas.
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IV.1.5. Contenido en antocianidinas.

La figura 1V.1.5 muestra el cromatograma obtenido a una longitud de onda
de 520 nm del extracto de fresa. Los picos se han identificado por su espectro de
absorcion en el ultravioleta visible y estan desplazados ligeramente para facilitar
su observacioén. Las concentraciones de cianidina y pelargonidina son mayores en
el puré de fresa sometido durante su procesamiento a una intensa desaireacion a
vacio, lo que podria estar relacionado con una cierta oxidacion de estos

compuestos en presencia de aire. La tabla IV.1.5 muestra las concentraciones

correspondientes de cada antocianidina.
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—— Puré desaireado
—— Puré no desaireado

Pelargonidina

Cianhidina
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Figura IV.1.5. Cromatograma de antocianinas en puré de fresa.
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Tabla IV.1.5. Concentraciones de los picos mostrados en la figura IV.1.6.

Cianidina* (mg/g)  Pelargonidina* (mg/g)

Puré desaireado 0,0292 + 0,001 0,343 £ 0,01

Puré no desaireado  0,0163 x 0,001 0,270 £ 0,02

* Media de dos determinaciones analiticas.

IV.1.6. Contenido en vitamina C.

La figura 1V.1.6 nos muestra los cromatégramas obtenidos en el analisis
de vitamina C y &cido ascorbico del puré de fresa. Se observa una mayor
concentracion de ambos en la muestra obtenida segun el proceso de fabricacién
en el que se somete el puré a desaireacion a vacio, lo que indicaria la oxidacién
de la vitamina C La tabla IV.1.6 muestra las concentraciones respectivas de los

compuestos en las dos muestras.

Tabla IV.1.6. Concentraciones de los picos mostrados en la figura IV.1.7.

Acido ascérbico * (mg/g) Vitamina C* (mg/g)

Puré desaireado 0,093+ 0,02 0,340 £ 0,02

Puré no desaireado 0,031 +£0.03 0,295+ 0,03

* Media de dos determinaciones analiticas.
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Como puede observarse, el efecto de la presencia de oxigeno es mucho

mas intenso sobre el acido ascorbico que sobre la vitamina C.

Muestra de fresa a la que se le ha eliminado el oxigeno
59 4
Vitamina C.
49 1
39 4
3
E
K]
g 29
g
2
19
9
Acido Ascorbico
IR, N N
-1
4 6 8 10 12 14
Tiempo
Muestra de fresa sin eliminar el Oxigeno
59
49
39 Vitamina C.
<
3
£
k]
2 29
g
19
9
Ncido ascorbico
LN N
-1
4 6 8 10 12 14
Tiempo

Figura 1V.1.6. Cromatégramas de purés de fresa mostrando el pico del &cido

ascorbico antes y después de la conversion de acido dehidroscorbico a ascoérbico.
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IV.1.7. Actividad antirradical.

Los zumos de frutas son ricos en compuestos, tales como los antocianos y
la vitamina C, con capacidad para inactivar radicales libres. En el caso del puré de
fresa se espera un comportamiento similar al que presentan los zumos citricos
(Sentandreu, 2006) donde los componentes que presentan actividad antirradical
se pueden dividir en tres grupos generales en funcion de la cinética de reaccion
con el DPPH. Los compuestos de cinética rapida sélo son capaces de transferir
atomos de hidrégeno al DPPH de forma rapida y normalmente contienen un grupo
alcohol vinilico (como el acido ascorbico). Los de cinética rapida-lenta transfieren
hidrégenos al DPPH tanto de forma rapida como de forma lenta. Normalmente son
compuestos que contienen al menos un grupo p-catecol (como el acido
clorogénico o la cianidina). Los componentes de cinética lenta s6lo son capaces
de la transferencia lenta de atomos de hidrogeno al DPPH y son compuestos que
contienen fenoles aislados (como la pelargonidina).

Para la determinacion de la actividad antirradical de la fresa fresca se
emplearon volimenes de muestra de 20, 30, 40 y 50 microlitros. Las curvas en las
que se representa la disminucién de la concentracion de DPPH con el tiempo se

muestran en la figura IV.1.7.
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Concentracion de DPPH (micromoles/L)
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Figura IV.1.7. Representacion de la disminucion de la concentracion de DPPH en
funcién del tiempo de reaccion de los diferentes volumenes de muestra que se
indican en la gréfica. Las lineas verdes corresponden a las respectivas curvas

ajustadas.

El modelo cinético para explicar la forma de las curvas experimentales
corresponde al publicado por Sendra et al. (2007) para compuestos con grupos p-
catecol. Segun este modelo, la reaccién de reduccién del DPPH esta dividida en

varios pasos sucesivos:
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1°. Transferencia rapida de dos hidrégenos del grupo p-catecol al DPPH,
formandose la correspondiente o-quinona. Si la reaccion se llevara a cabo en
acetonitrilo se detendria aqui, pero en disolventes alcohdlicos (en nuestro caso,
metanol) la reaccion continua.

2°. Adicién de una molécula de alcohol en el intermedio o-quinona y
regeneracion del grupo p-catecol. Este segundo paso es lento y depende de la
estructura de la molécula antirradical y del impedimento estérico que proporcione
para el ataque nucledfilo de la molécula de alcohol.

3°. El grupo p-catecol regenerado vuelve a transferir dos atomos de
hidrogeno al DPPH, transformandose de nuevo en o-quinona. Aunque esta
transferencia de hidrégenos es rapida, la velocidad de este paso viene limitada por
la del paso anterior que es lento.

4°. Regeneracion del grupo p-catecol por adicion de una nueva molécula
de alcohol. De esta forma, el grupo p-catecol se puede regenerar hasta tres veces,
transfiriendo dos atomos de hidrogeno al DPPH cada vez (transferencia de hasta
ocho atomos de hidrégeno).

En resumen, la reduccién del DPPH con moléculas que tienen un grupo p-
catecol se puede dividir en hasta 4 etapas de transferencia de dos hidrogenos al
DPPH en cada una, y la constante estequiométrica global de la reaccién debe ser
un numero entre 4 y 8.

Las curvas experimentales se ajustaron a una ecuacién de 3 términos
(Ecuacién [IV.1), correspondientes a las tres etapas de reaccion con tres
constantes de velocidad (k4, p2 ¥ p3) Y tres constantes estequimétricas (04, 02, 03)

(Sentandreu et al., 2008).
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Yi(Yo =Y Y>(Yo —¥s) Y (Yo —¥3)
_ 1 _ k,lylt/ow + _ ’ _ p:zyzt/cz + _ ’ _ p3y3t/0x (IV1)
yl yo(l € ) y2 yo (1 € ) y3 yo (1 € )

Y-y =

El subindice 1 corresponde al primer paso de transferencia rapida de dos
hidrégenos al DPPH y el 2 y 3 a los siguientes pasos en los que en cada uno se
regenera el p-catecol y se transfieren otros dos atomos de hidrogeno al DPPH.
Como se explica en el citado trabajo de Sentandreu et al. (2008) los valores de los
coeficientes estequiométricos son o1 = 0,= 2, las etapas 1y 2 son irreversibles y la
etapa 3 es reversible (por lo tanto, 03 < 2), aunque a dilucion infinita del compuesto
antirradical se puede considerar o3= 2.

Ademas, en la anterior ecuacién, y, es la concentracion inicial de DPPH, y,
es el valor acumulado de la concentracion de DPPH que se alcanzaria debido a la
actividad antirradical de los componentes de cinética rapida y a la primera etapa
de la reaccioén de transferencia de hidrogenos de los componentes con grupo p-
catecol, y, seria el valor que alcanzaria la concentracion de DPPH debido a la
actividad antiradical de la segunda etapa de la reaccién de los componentes con
grupo p-catecol, y3 seria el valor acumulado que alcanzaria la concentracion de
DPPH debido a la actividad de los componentes de cinética lenta y a la tercera
etapa de la reaccién de los componentes con grupo p-catecol y ys seria la
concentracion final alcanzada por el DPPH.

Del ajuste de los valores experimentales, se obtienen los parametros y;,
Y2, Vs, Ki/O1, p2/O2 Y p3/0s. El valor de y3 se calculé como 2y, + ys- y4- yo. Por otro
lado, se representaron los valores de y, — y; frente al volumen de muestra afiadido

obteniéndose la grafica mostrada en la figura IV.1.8. Los valores de y, — y; y de y,
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— Y, se ajustaron a una recta, mientras que los de y, — y3 se ajustaron a una
hipérbola. La representacion de y, — ys corresponde a la suma de las tres

anteriores representaciones y, por lo tanto, también corresponde a una hipérbola.

100
Yo-¥s
80 -
60 -
T 0 Yo¥1
> Yo-Y2
o]
/ O_y3
20 A
o .
0 20 40 60
Volumen de muestra (ulL)

Figura IV.1.8. Representacién de las diferencias y, — y; para diferentes volumenes
de muestra, en los trazos se muestra cada una de las contribuciones
correspondientes a los tres componentes de la muestra, asi como la contribucién

total.

La maxima pendiente de la hipérbola ms= (yo - ys) / V, cuantifica la
cantidad de DPPH que ha sido reducida por microlitro de muestra anadida. La
pendiente de la recta ms= (yo- y1) / V, cuantifica la cantidad de DPPH que ha sido

reducida por microlitro de muestra, pero debida unicamente a la actividad
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acumulada de cinética rapida; la pendiente de la recta m,= (y, - y2) / V, cuantifica
la cantidad de DPPH que ha sido reducida por microlitro de muestra, pero debida
a la actividad de la segunda etapa de reaccién de los componentes con p-catecol ;
la pendiente de la hipérbola ms;= (y,- y3) / V, en el origen cuantifica la cantidad de
DPPH que ha sido reducida por microlitro de muestra, pero debida Unicamente a
la actividad acumulada de cinética lenta.

La actividad antirradical total (A;) de la muestra de puré de fresa
corresponde a V:ms / o (mmol/L), donde V es el volumen total (2 mL) y o el
coeficiente estequiométrico de la reaccion. Si se tiene en cuenta que la constante
estequiométrica del acido ascérbico es o = 2 (Sentandreu, 2006), la actividad total
se puede expresar como equivalentes molares de acido ascoérbico. Para la
muestra de fresa sin tratar térmicamente se obtuvo un valor de actividad total 3,22
mmol/L. La actividad correspondiente a los componentes de cinética rapida A, fue
de 0,77 mmol ascorbico/L, lo que equivale a 0,67 mg ascoérbico/g muestra. Si se
compara este valor con el valor obtenido por HPLC (0,2 mg ascoérbico/g muestra)
se puede deducir que hay otros componentes en la fresa que exhiben una cinética
rapida para la reduccion del DPPH, como la cianidina o otros componentes con

grupo p-catecol.
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IV.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO Y DEL ALMACENAMIENTO EN

LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL PURE DE FRESA.

El objetivo del presente apartado fue analizar el efecto de tratamientos

térmicos moderados y el posterior almacenamiento refrigerado sobre la actividad

pectinmetilesterasa (PME), peroxidasa (POD), y polifenoloxidasa (PPO).

IV.2.1. Pectinmetilesterasa.

La figura IV.2.1 muestra la caida del pH con el tiempo de incubacién del

puré con la solucion de pectina.

pH
~
&

puré fresco
puré tratado a 75°C-15 s
puré tratado a 90°C-20 s
puré tratado a 90°C-2 min

®@0O0

T T T T T T T T
0 60 120 180 240 300 360 420 480

Tiempo de incubacién (s)

Figura IV.2.1. Actividad PME del puré de fresa fresco y de los tratados

térmicamente.
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De las pendientes en el origen de las correspondientes curvas de ajuste se

obtiene la actividad enzimatica PME, cuyos valores se dan en la tabla 1V.2.1.

Tabla IV.2.1. Actividad PME del puré de fresa.

Actividad PME

Tratamiento térmico nkat Actividad relativa
(%)
Ninguno (pure fresco) 0,39+ 0.04 100
Pasteurizado 75°C-15 sec 0,10 £ 0.07 25,5
Pasteurizado 90°C-20 sec 0,02 £ 0.01 5,4
Envasado en caliente 90°C-2 min no detectada 0

"Valor promedio (calculado sobre 3 repeticiones) + desviacion tipica.

La actividad PME del puré de fresa fresco, como ya se habia comentado
en el apartado IV.1.4.1 fue de 0,39 Nkat/mL, aproximadamente un tercio de la
actividad en jugos de naranja variedad valencia late o mandarinas clementinas
(Carbonell et al., 2006), pero encontramos que su resistencia térmica es
levemente mas alta.

El tratamiento térmico a 75°C por 15 segundos no es lo bastante eficaz
para reducir la actividad de la PME por debajo del nivel del 10% del inicial, que es
el valor maximo que recomiendan Irwe y Olson (1994) para los zumos
pasteurizados refrigerados. Una pasterizacion mas severa (90°C durante 20

segundos), produjo en el puré de fresa solo una actividad residual del 5,4% y en el
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puré de fresa sometido a envasado en caliente (90°C durante 2 minutos) ya no se
detectd ninguna actividad PME.

No se detectaron cambios significativos en la actividad PME por efecto del
almacenamiento durante 30 y 60 dias, por lo que se ha decidido no incluir las

correspondientes tablas o graficas.

IV.2.2. Peroxidasa.

La figura 1V.2.2 muestra, como ejemplo, una curva de evolucién de la
absorbancia del puré fresco y de los tratados térmicamente tomadas para la
medida de la actividad POD (no se han incluido todas por claridad de la imagen).
El valor de la pendiente en el origen de las correspondientes curvas de ajuste
permite obtener la actividad POD de las muestras. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 1V.2.3. Como puede observarse, sélo los tratamientos
térmicos mas enérgicos (90°C-2 minutos) permiten reducir la actividad POD por
debajo del 10% de la inicial.

Al cabo de 30 dias de almacenamiento en refrigeracion, la actividad POD
de las muestras tratadas térmicamente se redujo a menos de la mitad de la que
presentaba la muestra recién tratada y a los 60 dias ninguna muestra tratada
presentd actividad POD. La actividad POD también desaparecié en las dos
muestras que sufrieron mayor tratamiento térmico cuando se almacenaron a
temperatura ambiente durante 30 dias. En la tabla 1V.2.2 se incluyen los valores

de la actividad POD de estas muestras.
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Actividad Peroxidasa en pure de fresa
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Figura IV.2.2. Medida espectrofotometrica de la actividad POD en fresa
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Figura IV.2.3. Efectos del tratamiento térmico en la POD.
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Tabla 1V.2.2. Valores de actividad POD del puré de fresa almacenado a 3°C.

Actividad POD del puré de fresa (% del puré fresco)
Tratamiento 0 dias 30 dias 60 dias

Media Desv.tipica Media  Desv. tipica Media

Puré fresco 100 - - - -

75°C-15s 14,6 0,5 4,1 0,9 0,0
90°C-20 s 12,7 0,4 4,2 0,2 0,0
90°C -2 min 7,3 0,3 24 0,13 0,0

1V.2.3. Polifenoloxidasa.

La figura 1V.2.4 muestra los resultados de la actividad PPO residual de las
muestras de puré de fresa fresco y sometidas a los diversos tratamientos térmicos.
Como puede observarse las PPO de la fresa presenta un alto nivel de
termorresistencia, pues incluso con el tratamiento de envasado en caliente (90°C-2
minutos) queda una actividad residual del 16%.

Ensayos adicionales, que se muestran en la tabla 1V.2.3 sefialan que esta
actividad se mantiene tanto en el almacenamiento refrigerado como a temperatura

ambiente (21°C).
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Figura IV.2.4. Actividad PPO a tiempo cero. Las barras indican el valor promedio
de 3 determinaciones referidos al producto fresco y las lineas de error muestran la

desviacion tipica.

Cabe concluir que los purés de fresa tratados térmicamente pueden
mantener una actividad residual PPO nada despreciable y que debe comprobarse
si esta actividad afecta a algunos de los parametros de calidad del producto

(sabor, color, etc.) durante su vida util.
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Tabla IV.2.3. Valores de actividad PPO del puré de fresa almacenado a 3 y 21°C.

Actividad PPO del puré de fresa

(% respecto del al puré fresco)*

Tratamiento Temperatura
almacenamiento 0 dias 30 dias 60 dias

Puré fresco 100 - -
75°C-15s 3°C 71,39+6,61 75,37 +6,38 67,53+0,79
90°C-20 s 3°C 57,46 + 8,10 66,07 £8,22 59,91 + 0,81
90°C 2 min 3°C 16,16 + 3,44 13,47 +0,63 20,44 +1,25
90°C-20 s 21°C - 59,84 +4,58 57,47 +1,83
90°C 2 min 21°C - 15,07 £ 1,30 18,87 £ 1,15

*Media de 3 repeticiones * desviacion tipica.
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IV.3. EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO Y DEL ALMACENAMIENTO EN
EL CONTENIDO DE ANTOCIANIDINAS, VITAMINA C Y ACTIVIDAD

ANTIRRADICAL.

IV.3.1. Efecto del tratamiento térmico y del almacenamiento en el contenido

de antocianidinas.

En la figura IV.3.1 se muestra el contenido total de pelargonidina y
cianidina en el puré de fresa en funcion del tratamiento térmico a que ha sido
sometida la muestra. Tanto la pelargonidina como la cianidina soportan
perfectamente el tratamiento térmico, puesto que no se han detectado diferencias
significativas entre muestras.

La figura 1V.3.2 muestra, para cada uno de los tratamientos térmicos a los
que ha sido sometido el puré de fresa, la variacion en el contenido de
pelargonidina y cianidina con el tiempo y temperatura de almacenamiento. En las
muestras almacenadas a 3°C los cambios no fueron significativos. Las muestras
sometidas a un mayor tratamiento térmico (90°C-20s y 90°C-2 min, figuras 1V.3.1
B y IV.3.1.C) cuando se conservan a temperatura ambiente (21°C), sufren un
significativo descenso en la concentracion de pelargonidina y cianidina. Al cabo de
1 mes a temperatura ambiente, las concentraciones de pelargonidina y cianidina
son del orden del 50% de las iniciales y continian experimentando un descenso,

significativo aunque mas moderado, entre el 1°" y el 2° mes.
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Figura 1V.3.1. Variacion del contenido total en pelargonidina y cianidina (en

mg/100 g) segun el tratamiento a que ha sido sometida la muestra.

Se puede concluir que la temperatura del almacenamiento afecta al
contenido de antocianinas del puré de fresa mas que el tratamiento térmico
recibido por cada muestra. Si las muestras se almacenan en refrigeracion (3°C), al
cabo de 2 meses de almacenamiento su contenido en antocianinas no difiere

significativamente del que se da en el producto fresco.
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Figura 1V.3.2. Variacion del contenido total de pelargonidina (e) y de cianidina (o)
en funcion del tiempo de almacenamiento a 3 °C (lineas continuas). En las figuras
B y C también se representa el contenido en pelargonidina (A ) y cianidina (A) en

almacenamiento a temperatura ambiente (21 °C, lineas discontinuas).
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IV.3.2. Efecto del tratamiento térmico y del almacenamiento en el contenido

de vitamina C.

La figura 1V.3.3 muestra la influencia del tratamiento térmico en el
contenido de vitamina C y acido ascorbico del puré de fresa. Se puede considerar
que el contenido de acido ascérbico y de vitamina C se mantiene inalterado con el

tratamiento térmico.

0,6
0,5 [}
% Q Vitamina C
% 0,4
(@)]
Eﬁ 0,3 -
-
- -
021 { Acido ascorbico
0,1 T T T T
fresco 75°C - 15s 90°C-20's 90°C — 2 min
Tratamiento

Figura IV.3.3. Variacién del contenido en acido ascérbico y vitamina C (en mg/g)

en funcién del tratamiento térmico a que ha sido sometido el puré de fresa.
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Con el fin de conocer la sensibilidad de la vitamina C y del acido ascérbico
al tratamiento térmico, se aplicaron tratamientos mas intensos, también a 90°C,
pero durante prolongados periodos de tiempo. Los resultados se muestran en la
figura IV.3.4. Como se puede observar existe un progresivo y significativo
descenso de la vitamina C y el acido ascérbico cuando el tratamiento se prolonga
bastantes minutos. Sin embargo, segun los resultados comentados anteriormente,
las diferencias son minimas cuando el tratamiento se limita a un par de minutos, el

mas intenso de los que se ha decidido aplicar en esta tesis al puré de fresa.

0,50

0,45 -

0,40 -

0,35 A

0,30 A

0,25 A

mg / g muestra

0,20 A

0,15 A

0,10 T T T T T
Fresco 5 min 10 min 20 min 30 min

Tiempo de exposicion a 90°C

Figura IV.3.4. Variacion del contenido en vitamina C (o ) y acido ascérbico (e ) en

funcién del tiempo de exposicion de la muestra a una temperatura de 90°C.
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En la figura IV.3.5 se muestra la variacion de vitamina C y acido ascorbico
en funcion del tiempo de almacenamiento para cada una de las muestras
sometidas a los diversos tratamientos térmicos ensayados con el puré de fresa.

En todos los tratamientos se observa que el contenido en vitamina C
disminuyé considerablemente después de 30 dias de almacenamiento, pero entre
los 30 y 60 dias de almacenamiento practicamente se mantiene constante. Esta
disminucién es, en parte, consecuencia de la disminucién del contenido en acido
ascorbico que también se observa en ese periodo. Los ensayos de
almacenamiento a 21°C, con los purés tratados a 90°C-20 s y 90°C - 2 min,

muestran una tendencia similar, con un descenso algo mas acusado.
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Figura IV.3.5. Variacion del contenido en vitamina C (o) y acido ascdrbico (e) en
funcion del tiempo de almacenamiento a 3 °C (lineas continuas). En las figuras B
y C también se representa el contenido en vitamina C (\/) y acido ascérbico (V)

en almacenamiento a temperatura ambiente (21°C, lineas discontinuas).
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IV.3.3. Efecto del tratamiento térmico y del almacenamiento en la actividad

antirradical.

La tabla IV.3.1 muestra los distintos componentes cinéticos de la actividad
antirradical de los purés de fresa frescos y sometidos a diversos tratamientos
térmicos, tiempos de conservacion y temperaturas de almacenamiento.

Como se indicé anteriormente, la actividad antirradical es consecuencia de
la presencia de tres grupos de componentes: los responsables de una cinética
rapida (A,) los de cinética rapida lenta (A,) y los de cinética lenta (A;) Como puede
observarse, en el puré de fresa existe una participacion ponderada de las tres
actividades, con un ligero dominio de la cinética lenta, seguido de la cinética
rapida y, por ultimo, la cinética rapida-lenta, que también tiene una participacion
importante.

Los resultados parecen indicar una tendencia a la reduccién de la
actividad antirradical con la intensidad del tratamiento térmico, con el tiempo de
almacenamiento y con la temperatura de almacenamiento, pero las diferencias
carecen de significacion estadistica. Estos resultados contrastan con los que
cabria esperar de acuerdo con los descensos observados de la vitamina C y del
acido ascorbico por el tiempo de almacenamiento y por los de las antocianinas de
los purés almacenados a temperatura ambiente. Posiblemente la estabilidad de
otros componentes presentes en el puré de fresa hayan podido atenuar o

enmascarar estos cambios.
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Tabla IV.3.1. Actividad antirradical (milimoles equivalentes de acido ascorbico /L)
del puré de fresa con distintos tratamientos térmicos y condiciones de

almacenamiento.

Tratamiento Almacenamiento

Dias Temperatura At A Az As
Fresco - - 3,056+0,25 0,84+0,06 0,60+0,08 1,43+0,18
75°C - 15s 0 - 2,67+0,30 0,92+0,08 0,64+0,11 0,92+0,03
30 3°C 2,89+0,33 0,80+0,07 0,67 +0,01 0,80%0,11
60 3°C 2,39+0,47 0,78+0,03 0,60+0,08 0,77 0,04
90°C-20s 0 - 3,100,173 0,95+0,15 0,63+0,05 1,30+ 0,37
30 3°C 3,07+0,18 0,88+0,06 0,60+0,02 1,41+0,18
60 3°C 2,77 +0,06 0,92+0,11 0,62+0,01 1,07 0,69
30 21°C 2,84+0,17 0,80%0,10 0,53+0,05 1,40%0,15
60 21°C 269+0,15 0,95+0,10 0,50+ 0,08 0,94 +0,20
90°C - 2 min 0 - 2,77+047 0,89+0,11 0,59+0,07 1,42+0,27
30 3°C 2,95+0,30 0,89+0,08 0,66+0,06 1,38 0,49
60 3°C 2,82+0,19 0,90+0,06 0,62+0,03 1,28 0,06
30 21°C 258+0,16 0,92+0,10 0,59+0,05 0,96 0,10
60 21°C 246+0,20 0,87+0,09 0,51+0,03 1,24+0,15

*Valor medio de dos determinaciones + desviacion tipica
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IV.4. EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO Y DEL ALMACENAMIENTO EN
ASPECTOS DE CALIDAD SENSORIAL, COLOR Y REOLOGIA DEL PURE DE

FRESA.

IV.4.1. Efecto del tratamiento térmico y almacenamiento en el

comportamiento reolégico.

La figura IV.4.1 muestra, como ejemplo, la curva de flujo media obtenida
en el barrido ascendente de gradiente de velocidad para cada una de las muestras
consideradas antes del almacenamiento. El indice de consistencia, K, y el indice
de comportamiento al flujo, n, fueron obtenidos por una regresién no lineal
ajustando individualmente cada curva de flujo experimental al modelo de Ostwald—
de-Waele. El coeficiente de determinacion (R?) obtenido fue mayor que 0.993 en
todos los casos estudiados.

Los parametros del modelo obtenidos para el puré fresco y tratado
térmicamente en funcion del almacenamiento se muestran en la tabla 1V.4.1. Al
igual que el puré fresco, en todos estos casos el valor n fue positivo
(comportamiento pseudoplastico) aunque también se observé un comportamiento
tixotrépico al evaluar la evolucién de la curva de flujo con el tiempo de
experimentacion.. EI ANOVA realizado no mostré diferencias significativas
(p>0,05) en el valor de este parametro en las diferentes muestras consideradas
recién procesadas. Si que se observo, excepto para el puré envasado en caliente

y almacenado a 21°C, un efecto significativo (p<0,05) del tiempo de
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almacenamiento, de manera que n aumentd con el tiempo, en relacién con una

evolucion del producto hacia un comportamiento mas newtoniano.

20

0 100 200 300
Y (1/s)

Figura 1V.4.1. Comportamiento reoldgico del puré de fresa fresco y tratado
térmicamente. Valor medio de los puntos experimentales (O puré fresco, V75°C-
15 s, [J90°C-20 s; <>90°C-2 min) y modelo de Ostwald-de-Waele ajustado (lineas

continuas).
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Tabla IV.4.1. indice de consistencia (K), indice de comportamiento al flujo (n) y

area relativa de histéresis de las muestras de puré de fresa tratadas térmicamente.

Tratamiento Temperatura Tiempo Parametros Area’
almacenamiento reolégicos relativa de
histéresis
(°C) (dias) K (Pa.s") n (%)
Fresco 2,53+£0,11™ 0,328 £ 0,007 33+£0,5°
75°C -15 s - 0 2,67 £0,05° 0,324 +0,0019" 3,8+0,5°
3 30 155+0,11" 0,375+0,013° 12,7+0,7¢
3 60 1,25+0,019 0,387 +0,001° 139+1,6°
90°C-20s - 0 3,02+0,19° 0,315+0,008" 32+0,8°
3 30 1,73+0,03° 0,364 +0,003° 16,1+1,8°
3 60 1,12+0,05° 0,415+ 0,006° 14 +2°
90°C - 2 min - 0 2,98 £0,12% 0,320 £ 0,005"" 55+0,8"
3 30 2,27+0,02% 0,346 +0,003° 57+06°
3 60 1,87+0,01° 0,370+0,001° 9,94 +0,02°
21 30 2,52 0,05 0,337 +0,003%  93+04°
21 60 2,39+0,11° 0,339+0,005%  98+04°

Valor medio (calculado a partir de tres repeticiones) + desviacién estandar.

a,b,c,defgh

Grupos homogéneos (6<0.05) establecidos por el ANOVA.

En el caso del indice de consistencia, relacionado con la viscosidad
aparente, el puré pasteurizado a 90°C durante 20 s y el envasado en caliente
mostraron valores significativamente (p<0,05) mayores que el fresco y el sometido

al tratamiento térmico mas suave. Esto puede ser debido al efecto de la
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temperatura mas alta de los tratamientos intensos que, segun lo descrito por
Contreras et al. (2007), hace aumentar la fraccion de pectina soluble en agua y
disminuir la soluble en oxalato, lo cual puede incidir en el aumento de la viscosidad
en la fase liquida del puré de fresa.

Por su parte, durante el almacenamiento del puré de fresa tratado
térmicamente se observé una disminucién significativa (p<0,05) en los valores de
K. En algunos estudios realizados con puré de tomate, la disminucién de la
viscosidad del producto térmicamente tratado se ha relacionado con una actividad
enzimatica residual (Vercet et al., 2002; Krebbers et al., 2003; Plaza et al., 2003).
En este caso, la actividad residual de la PME puede no ser la Unica responsable
de estos cambios, puesto que la enzima parece haberse inactivado totalmente en
las muestras envasadas en caliente. En este sentido, otros cambios quimicos o
estructurales ocurridos durante el almacenamiento de las muestras deben ser los
responsables de la disminucién de la viscosidad observada.

Para analizar el efecto del almacenamiento en el indice de consistencia,

se calculé su disminucion relativa considerando su valor a los 0 y 60 dias de
almacenamiento a 3°C (K_, y K,_, , respectivamente), segun la ecuacion IV.2.

Esta fue del 53% para las muestras tratadas a 75°C-15s, del 63% para las
muestras a 90°C-20s y del 37% para las muestras a 90°C-2 min. Si se considera
el efecto comentado de los tratamientos térmicos intensos de promover la
solubilizacion de la pectina, es posible que la mayor cantidad de fraccion de
pectina soluble en agua sea mas accesible a la actividad residual de la PME, a

pesar de la existencia de otra clase de reacciones.
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(IV.2)

Si se compara el comportamiento reolégico del puré envasado en caliente
almacenado en refrigeracién con el almacenado a 21°C (tabla IV.4.1), se observan
valores de K significativamente (p<0.05) mayores en los almacenados a
temperatura ambiente. Esto podria justificarse en base a la mayor movilidad de las
particulas a temperatura ambiente, que puede causar un aumento de las
interacciones de la pectina induciendo un aumento de la consistencia del producto
(Vercet et al., 2002).

Cuando se estudi6 el efecto del tiempo de cizalla en el comportamiento
reoldgico de las muestras se observo, al igual que en el puré fresco, un area de
histéresis entre las curvas de flujo obtenidas en el barrido ascendente y
descendente de gradientes de velocidad que mostré un comportamiento
tixotrépico en todos los casos. Dado que las curvas ascendentes de todas las
muestras no son iguales, para poder comparar el efecto del tiempo de cizalla en
las distintas muestras se calcul6 el area relativa de histéresis (tabla 1V.4.1). No se
encontraron diferencias significativas en el comportamiento tixotrépico de las
muestras frescas y tratadas térmicamente, a excepcion de las envasadas en
caliente que mostraron valores mayores. Esto de nuevo puede estar relacionado
con una mayor cantidad de pectina soluble en agua presente en estas muestras,
que formaria un entramado macromolecular mas orientable con el flujo

responsable de la mayor area de histéresis detectada.

105



IV. Resultados y discusion

En todos los casos se observé un aumento significativo del area relativa
de histéresis con el tiempo de almacenamiento, asociada a la disminucién
observada de la viscosidad que aumentaria la movilidad de las particulas. Durante
el almacenamiento a 3°C, las muestras envasadas en caliente parecen ser las
mas estables, dado el valor mas bajo de su area relativa de histéresis. Las
muestras envasadas en caliente almacenadas a 21°C mostraron mayor caracter
tixotropico después de 30 dias de almacenamiento que las envasadas en caliente
y almacenadas a 3°C. Esto podria explicarse si la progresion de las interacciones
de la pectina que ocurren durante el almacenamiento a temperatura ambiente,
comentadas anteriormente, alcanzan un maximo a los 30 dias. Estos resultados y
su relacién con la actividad PME han sido aceptados para su publicacién (Osorio

et al., 2008).

IV.4.2. Efecto del tratamiento térmico y almacenamiento en la calidad

sensorial.

En referencia al aspecto sensorial, el sabor a fresco de las muestras se vio
afectado por los tratamientos térmicos, tal como se muestra en la tabla 1V.4.2. Se
encontraron grandes y significativas diferencias, segun la prueba de ordenacion
realizada entre el puré fresco y las tres muestras tratadas térmicamente. No
obstante, no se detectaron diferencias entre las muestras tratadas, con diferencias
en la suma de las puntuaciones mucho menores de 32 (diferencia minima

significativa). De acuerdo a los comentarios de los jueces, las diferencias entre las
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muestras frescas y las procesadas eran debidas a la pérdida de la intensidad del
sabor a fresco, pero no al desarrollo de sabor a cocido u olores extrafios. Asi pues
los purés de fresa resistieron satisfactoriamente los tratamientos de calor intensos,

aunque a costa de perder una parte importante de su delicado sabor a fresco.

Tabla 1V.4.2. Resultados del test de ordenacién comparando la aceptabilidad del

puré fresco y el tratado térmicamente.

Tratamiento Suma de puntuaciones
(48 jueces)
Fresco 81
o Pasteurizado 75°C - 15 s 140
®©
§  Pasteurizado 90°C - 20's 132
=
Envasado caliente (90°C - > 2 min) 127

Diferencia minima significativa en la suma de 32

puntuaciones (p 0.05, test de Tukey)

Los andlisis de almacenamiento refrigerado (3°C) mostraron como ambos
purés pasteurizados de fresa mantuvieron su aceptabilidad inicial durante dos
meses, tiempo de vida comercial habitual de este tipo de productos de fruta. Como
puede observarse en la tabla IV.4.3, la diferencia de la suma de puntuaciones
entre muestras no excedieron en ningun caso la diferencia minima significativa de
50. La alta actividad residual de la PME del puré de fresas pasteurizado a 75°C-

15s y de la PPO en todas las muestras no afect6 significativamente a las
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caracteristicas sensoriales del producto al final de los 2 meses de almacenamiento

refrigerado.

Tabla 1V.4.3. Resultados del test de ordenaciéon comparando la aceptabilidad del

puré de fresa pasteurizado y almacenado a 3°C.

Tratamiento Almacenamiento Suma de
puntuaciones
(dias) (44 jueces)

0 180

Pasteurizado 75°C - 15 s 30 142

0 60 171
o
7]

o 0 149
=

Pasteurizado 90°C - 20 s 30 135

60 147

Diferencia minima significativa en la suma de puntuaciones 50

(p 0.05, test de Tukey)

Las muestras pasteurizadas necesitan el almacenamiento refrigerado,
pero los purés de frutas acidas envasados en caliente son alimentos esterilizados
que habitualmente se almacenan a temperatura ambiente. En el caso de puré de
fresa recién procesado, para el que no se detecté diferencia en la aceptabilidad
entre los productos pasteurizados y los envasados en caliente, es interesante
saber la evolucidon del sabor de este ultimo durante el almacenamiento en

refrigeracion y a temperatura ambiente. La tabla 1V.4.4 muestra los resultados
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obtenidos de este andlisis. Segun puede observarse, la suma de puntuaciones de
los purés almacenados a temperatura ambiente excede a los de las respectivas
muestras refrigeradas en valores superiores a la diferencia minima significativa.
Por lo tanto, el puré envasado en caliente mantuvo su aceptabilidad inicial durante
dos meses de almacenamiento refrigerado pero no cuando se almacena a
temperatura ambiente. Estos resultados han sido aceptados para su publicacion

(Osorio et al., 2008).

Tabla IV.4.4. Resultados del test de ordenacién comparando la aceptabilidad del

puré de fresa envasado en caliente y almacenado a 3°C y a 21°C.

Temperatura Tiempo de Suma de
almacenamiento almacenamiento puntuaciones
(dias) (27 jueces)
Muestra inicial 0 72
30 61
3°C
8 60 57
@
e 30 94
= 21°C
60 121

Diferencia minima significativa en la suma de puntuaciones
(p 0.05, test de Tukey)

31.7
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IV.4.3. Efecto del tratamiento térmico y del almacenamiento en el color.

La tabla 1V.4.5 muestra los resultados de las coordenadas y atributos de
color medidos en los purés de fresa sometidos a los diferentes tratamientos

térmicos y la correspondiente muestra de puré fresco desaireado.

Tabla IV.4.5. Efecto del tratamiento térmico en las coordenadas de color
CIEL*a*b* y en los atributos de color croma (C*) y tono (h*) del puré de fresa.

Valor medio + desviacion estandar de 5 repeticiones.

Tratamiento L* a* b* Cc* h* AE™M

térmico

No tratado 24,1+0,5% 33,1+1,1% 22+4° 40+2° 344572
75°C-15s 27,4+0,3° 36,5+0,7° 26+3° 44,6+1,7° 35+4° 7,7
90°C-20s 26,1+0,3° 36,1+0,8™ 26+2° 44,6+0,8° 36+3% 7,0

90°C-2 min 23,7+0,4° 34,7+1,4% 25+3° 43+2° 36+3% 5,1

Letras iguales en cada columna implica ausencia de diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05).
™ Diferencia de color entre las muestras tratadas térmicamente y la no tratada.

La mayoria de las muestras tratadas térmicamente mostraron un
incremento en todos los parametros CIEL*a*b* con respecto al puré sin tratar. La
coordenada b* el tono y el croma no cambiaron significativamente por la

intensidad del tratamiento. La luminosidad y la coordenada a* fueron los
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parametros CIEL*a*b* mas sensibles al mismo, con un comportamiento similar a la
desaireacion. El tratamiento suave a 75°C durante 15 s caus6 un incremento
significativo en los valores L* y a*, que fueron menos acusados en los tratamientos
mas fuertes. El cambio de color global por efecto del tratamiento térmico (Tabla
IV.4.5) resultd ser independiente de la intensidad del mismo.

La conservacion en refrigeracion de los purés de fresa tratados
térmicamente indujo pequefios cambios, aunque significativos, en las muestras
almacenadas durante dos meses (Tabla 1V.4.6).

El comportamiento de los tres tipos de purés tratados térmicamente fue
similar, con un pequeno aumento de la luminosidad y una pequefia disminucién de
la coordenada a*. Estos cambios fueron mas pronunciados en las dos muestras
almacenadas a 21°C, donde se observa una clara pérdida de color.

En todos los grupos de muestras tratadas por el mismo proceso térmico,
los cambios en los parametros de color no fueron significativos en los primeros 30
dias, pero cambiaron drasticamente entre 30 y 60 dias de almacenamiento. Estos
cambios afectaron principalmente al parametro b*, poniendo de manifiesto una
variacion de las tonalidades amarillentas hacia tonalidades azuladas, que se
refleja tanto en el cambio del tono como en las diferencias de color calculadas
(Tabla 1V.4.6). Los cambios entre 30 y 60 dias fueron obviamente mucho mas

altos cuando los purés de fresa fueron almacenados a 21°C.
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Tabla IV.4.6. Efecto del almacenamiento en las coordenadas de color CIEL*a*b* y

en los atributos de color croma (C*) y tono (h*) del puré de fresa. Valor medio *

desviacion estandar de 5 repeticiones.

Tratamiento Almacenamiento L* a* b* c* h* AE(®

térmico t T
(dias)  (°C)

75°C-15s 0 - 27.4403% 36.5+0.6° 26+3% 44.6x1.5° 35x3* -
30 3°C  27.7+0.7% 35.7+1.0° 26%2% 44.0+1.1* 36+3% 0.86
60 3°C  32.0+0.6° 32.5+0.7° 9.6+0.7° 33.9+0.8" 16+1° 17.08

90°C-20 s 0 - 26.0+0.3% 36.14+0.8% 26+2% 44.6+0.7° 363 -
30 3°C  26.4+0.2% 36.2+0.5% 27+3% 45.1+1.1* 37+3% 0.96
60 3°C  30.1+0.2° 32.3+0.8° 13+1 34.7+0.9° 2142 14.59
30 21°C  27.4%+0.2° 31.5+0.4° 23%2° 39.3+1.0° 37+2% 5.50
60 21°C 35.0+0.4% 22.6+0.6° 0.7+0.59 22.6+0.6° 2+1° 30.14

90°C-2 min 0 - 23.7+0.4% 34.7+1.3% 25+3° 43428 36x3% -
30 3°C  24.9+0.3° 34.240.9% 26+2% 43.2+1.3% 38+2% 1.65
60 3°C  29.2+0.4° 31.8+0.8° 12+1° 34+1°  20+2° 15.01
30 21°C 27.3%+0.4% 31.3+0.7° 27+3? 41428  41+3* 523
60 21°C 35.8+0.3° 22.1+0.8° 1.7+0.5° 22.240.8° 4+1° 32.19

Letras iguales en cada columna implica ausencia de diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05).

™ Diferencia de color calculada a partir de los valores medios entre cada muestra almacenada y la

correspondiente al mismo tratamiento térmico recién procesada.
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La diferencia de color calculada durante el almacenamiento a 3°C de las
muestras tratadas a 75°C-15 s y 90°C-20 s, calculada tomando como referencia la
correspondiente muestra no almacenada, fue menor de 1,0 unidad después de 30
dias. Esto puede considerarse como un cambio de color no apreciable, de acuerdo
a valores de AE publicados para otros jugos similares (Soon-Mi y Gun-Hee, 2002).
El cambio de color registrado para el puré de fresa tratado a 90°C-2 minutos fue
un poco mas alto (1,65), lo que estaria cerca de 2, valor considerado umbral para
la deteccion visual de diferencias de color (Francis y Clydesdale, 1975, citado por
Hongmei et al., 2007). A los 60 dias el cambio de color resultdé superior, aunque
del mismo orden en todas las muestras. Estos cambios de color sélo pueden
relacionarse con la actividad residual de las enzimas oxidativas (Tabla IV.2.2) si se
considera que un 16% dicha actividad residual es suficiente como para inducir los
cambios de color observados. Como es logico, esta actividad enzimatica es mucho

mayor a temperatura ambiente.
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IV.5. ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DEL PURE DE FRESA

Este estudio incluye dos partes. En la primera se estudia la flora
contaminante del puré de fresa obtenido en la planta piloto y la que queda tras los
tratamientos térmicos aplicados. Estos analisis permiten evaluar la calidad
sanitaria de las fresas adquiridas y las condiciones higiénicas de la planta piloto
donde se elaboraron los distintos purés. Obviamente también sirvieron para
evaluar la seguridad microbiolégica de las muestras obtenidas y almacenadas
utilizadas en los ensayos de cata. Pero los resultados obtenidos son insuficientes
para permitir su extrapolacién a escala industrial, dado que los productos
fabricados industrialmente suelen tener una contaminacion microbiana inicial
mucho mas elevada. El menor control de la materia prima, cuando se adquiere en
grandes cantidades, la mayor permanencia de los productos en curso de
elaboracién en depésitos, pasadoras, tuberias..., la mayor temperatura habitual en
las naves de procesado, la existencia de una flora microbiana adaptada a las
condiciones del local y del producto, etc., son las principales causas de esta mayor
contaminacién microbiana.

Para obtener resultados que permitan predecir el comportamiento de las
muestras con alta contaminacion frente a los tratamientos térmicos (u otros
procesos de conservacion), se recurre a la inoculacién de los productos a tratar
con algun microorganismo modelo que pueda estar en el ambiente y crecer en el
producto. En zumos de frutas &cidos, con un pH alrededor de 3,5 (como es el caso

del puré de fresa), es frecuente simular la mayor contaminaciéon de la muestra
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inoculando Lactobacillus plantarum (Torres et al., 2008). El producto, con un
recuento conocido, se introduce en tubos capilares que se someten a
tratamientos térmicos controlados y se obtienen curvas de supervivencia a las
distintas temperaturas. La segunda parte del estudio microbioldgico aborda la
cinética de destruccién por calor de este microorganismo inoculado en puré de

fresa previamente clarificado por centrifugacion.

IV.5.1. Determinacion de la flora meséfila, hongos y levaduras en puré de

fresa.

Para el estudio de la flora presente en la pulpa de fresa fresca obtenida a
nivel de planta piloto, se tomd una muestra del producto fresco y se realizd
recuento de mesofilos, hongos y levaduras. Para evaluar la eficacia de los
diferentes tratamientos de pasteurizacion se tomaron 10 muestras de puré
pasteurizado a diferentes combinaciones t-T? (70°C-15 s, 90°C-20 s y 90°C 2 min)
y almacenados a 3 y 21°C durante la vida comercial del producto (dos meses).

La tabla IV.5.1 nos muestra los resultados de los analisis microbiolégicos

del puré de fresa procesado en planta piloto y almacenado durante 60 dias.
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Tabla IV.5.1. Recuento de mohos, levaduras y mesdfilos durante el

almacenamiento del puré de fresa a 3 y 21°C durante 60 dias.

Tratamiento  Almacenamiento Recuento Recuento
(dias/temperatura) total de total de
mesofilos mohos y
aerobios levaduras
(UFCl/qg) (UFCl/g)
Fresco 0 20-30 <10
75°C-15s 0 <10 <10
90°C -20's 0 <10 <10
90°C - 2 min 0 0 0
75°C-15s 30-3°C <10 <10
90°C-20s 30-3°C 0 <10
90°C - 2 min 30-3°C 0 0
75°C-15s 60 - 3°C 0 <10
90°C-20s 60 - 3°C 0 <10
90°C - 2 min 60 - 3°C 0 0
90°C-20s 30 -21°C 0 <10
90°C - 2 min 30 -21°C 0 <10
90°C-20s 60 - 21°C 0 <10
90°C - 2 min 60 - 21°C 0 <10
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Estos recuentos microbiolégicos son muy bajos y se corresponden con
una materia prima de excelente estado sanitario, un buen lavado, y buenas
condiciones higiénicas del equipo piloto utilizado para la extraccion del puré de
fresa. Por otra parte el pH del producto, cercano a 3,5, influye positivamente en el
bajo desarrollo bacteriano (Parish et al., 1990; Torres et al., 2008).

A su vez, el recuento microbiolégico de las muestras pasteurizadas
también fue relativamente bajo por lo que los tratamientos térmicos utilizados en
las experiencias son suficientes para garantizar la seguridad microbioldgica de
este producto y evitar el desarrollo bacteriano durante su almacenamiento. Los
zumos de frutas estan regulados en Espafia por el R.D. 1650/91 en el BOE de
8/11/91, pero la legislacion no recoge normas microbiolégicas, con lo que los
resultados obtenidos en la presente tesis doctoral no pueden ser comparados con

la normativa vigente.

IV.5.2. Cinéticas de inactivacion por calor de Lactobacillus plantarum en

suero de puré de fresa.

En el presente apartado se procedid a evaluar el tratamiento térmico
adecuado para estabilizar microbiolégicamente la fraccion suero del puré de fresa.
Para ello se estudiaron las cinéticas de inactivacion por calor de un
microorganismo alterador susceptible de crecer en el producto. Como ya se ha

comentado, Lactobacillus plantarum es un microorganismo frecuentemente
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utilizado en ensayos microbiolégicos en productos acidos debido a su
acidotolerancia y termoresistencia (Torres et al., 2008; Jordan y Cogan, 1999).

Los datos experimentales se obtuvieron a temperaturas de 50, 55, 58, 60,
65°C, 70°C y 75°C manteniendo cada una de ellas durante 10, 20, 30, 40, 60y 120
segundos. Las curvas se ajustaron a los modelos matematicos de Bigelow (1921)
y de Weibull (1951) (Ecuaciones IV.3 y V.4, respectivamente), estudiados

previamente por Mafart y Leguerinell (1998) y por Nolasco y de Massaguer (2006).

Log (S)= —% (IV.3)

donde S es la fraccion de microorganismos supervivientes, t el tiempo de

tratamiento y D el tiempo de reduccion decimal.

Ln(S) = —(%) (IV.4)

donde Sy t tienen el mismo significado anterior, a es un parametro cinéticoy b es

el parametro de forma.

La figura 1V.5.1 muestra las curvas de supervivencia de L. plantarum en la
fase suero tras el tratamiento térmico y el ajuste al modelo de Weibull, que ha
resultado ser el que mejor se ajusta a los datos experimentales (véase la tabla

IV.5.2).
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Figura IV.5.1. Ajuste de las curvas de supervivencia de L. plantarum en

suero de fresa al modelo de Weibull.

Se pudo observar que los valores de b (modelo de Weibull) fueron
menores a 1, lo cual nos indica presencia de colas en las curvas de supervivencia.
No se detectaron microorganismos supervivientes en los tratamientos realizados a
70 y 75°C, lo que demuestra la viabilidad industrial de aplicar el tratamiento de

pasteurizacion a 75°C durante 15 segundos ensayado en este trabajo.
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Tabla IV.5.2. Valor de los parametros del modelo de Weibull y Bigelow en las

curvas de supervivencia de L. plantarum en el suero de fresa.

T°C Bigelow Weibull
D (s) R? a(s) b R?
50 2027 0,700 335 0,54 £ 0,09 0,952
55 102 £ 11 0,752 19+6 0,80 +£0,18 0,911
60 48+ 3 0,970 812 0,88 + 0,09 0,978
65 41+4 0,922 3,0+£0,7 0,71+ 0,05 0,990
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V. CONCLUSIONES.

1. El puré de fresa obtenido por lavado y escurrido del fruto, prensado-tamizado
del mismo, desaireacion a vacio, pasteurizacion y envasado, tiene una calidad
microbiolégica y sensorial muy aceptable, con ausencia se sabores extrafios o0 a

cocido, pero con menor intensidad de sabor a fresco que el puré no pasteurizado.

2. No se han detectado diferencias significativas en el sabor de los purés
sometidos a diversos tratamientos térmicos (75°C - 15 s, 90°C - 20 s y 90°C - 2
minutos). Tampoco se han detectado diferencias significativas entre el sabor de
las muestras recién obtenidas y las almacenadas a 3°C durante 2 meses. Por el
contrario, el sabor se deteriora significativamente cuando el producto se ha
almacenado dos meses a temperatura ambiente (21-22°C). Todos los tratamientos
térmicos aplicados han evitado la alteracion microbiana en las muestras

almacenadas.

3. La actividad polifenoloxidasa (PPO) del puré de fresa es mas resistente a los
tratamientos térmicos que la peroxidasa (POD) y la pectinmetilesterasa (PME). El
tratamiento de pasteurizacion a 90°C-20 segundos, reduce la actividad de la PME
a un 5,4% de la inicial y la POD a un 12,7 %, pero todavia permanece un 57,5%
de la actividad PPO. Afortunadamente esta actividad residual no ha tenido efecto
desfavorable sobre la aceptacion sensorial del puré al término de los dos meses

de almacenamiento refrigerado.
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4. La inoculacion del puré de fresa con Lactobacillus plantarum, para simular
condiciones de alta contaminacién microbiana, y la evaluacién de la supervivencia
tras la aplicacién de diversos tratamientos térmicos, ha demostrado que el
tratamiento de pasteurizacion mas suave (75°C-15 s) es suficiente para evitar la

aparicion de unidades formadoras de colonias.

5. La variacién del esfuerzo con el gradiante de velocidad, se ajusta con precisién
al modelo de Ostwald de Waele. El puré de fresa es un fluido tixotropico (su
viscosidad disminuye con el tiempo a un esfuerzo de cizalla constante) que, a un
tiempo dado, se comporta como pseudoplastico (su viscosidad disminuye al

aumentar el esfuerzo de cizalla).

6. No se detectan diferencias significativas en el indice de comportamiento al flujo
por efecto del tratamiento térmico. Por el contrario la viscosidad aparente es
significativamente mayor en las dos muestras sometidas a los tratamientos
térmicos mas intensos (90°C-20 s y 90°C-2 min), fenémeno que podria atribuirse a

una mayor solubilizacién de la pectina en la fase liquida de la muestra.

7. Durante el almacenamiento se detecta una significativa evolucion del puré hacia
un comportamiento mas newtoniano. EI menor cambio lo registra la muestra que
recibe el tratamiento térmico mas intenso, por lo que este fendmeno podria

atribuirse a una insuficiente inactivacién de la actividad pectinmetilesterasa.
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8. Las muestras tratadas térmicamente mostraron un incremento en todos los
parametros de color CIEL*a*b* con respecto al puré fresco de fresa. La
luminosidad (L*) y la coordenada a* fueron los parametros mas sensibles al
tratamiento térmico, aunque el tono no llega a verse significativamente afectado.
En el almacenamiento refrigerado los cambios durante los primeros 30 dias son
muy ligeros y no llegan a tener significacion estadistica. Entre los 30 y los 60 dias
se producen cambios estadisticamente significativos en todos los parametros
obtenidos. Estos cambios se aprecian, con mayor intensidad, en las muestras
almacenadas a temperatura ambiente. Estos cambios de color podrian utilizarse

como indicadores de la pérdida de calidad del puré.

9. El contenido de vitamina C, cianidina y pelargonidina no resulta afectado
significativamente por los distintos tratamientos térmicos. En el almacenamiento
refrigerado se mantienen, sin diferencias significativas, los contenidos en cianidina
y pelargonidina, pero se reducen los de acido ascérbico y vitamina C, en especial
durante los primeros 30 dias. En las muestras almacenadas a temperatura
ambiente se registra un acusado y significativo descenso de los contenidos en
cianidina, pelargonidina, vitamina C y acido ascérbico, especialmente durante los
primeros 30 dias. Sin embargo estos descensos no han repercutido
significativamente en la actividad antirradical del puré de fresa, que se ha
mantenido en todas las muestras a un nivel muy elevado y comparable con el del

puré fresco.
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10. Como resumen puede afirmarse que el puré de fresa soporta mejor el
tratamiento térmico que el almacenamiento, por lo que resulta recomendable
asegurar y simplificar el proceso recurriendo al sencillo y tradicional envasado en
caliente y conservar el producto en refrigeracién durante su periodo de vida util. El
producto mantiene asi unas propiedades fisicas, nutritivas, funcionales y

sensoriales muy préximas a las del puré original.
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