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Resumen

Resumen.

La presente tesis doctoral se plantea sobre la necesidad de buscar alternati-
vas de industrialización que permitan dar salida al excedente de producción
de arándanos en la Región de Entre Ríos (Argentina). Se proponen mejoras
para la etapa de despectinización y se evalúa la introducción de la opera-
ción de homogenización a altas presiones en el diagrama de flujo del proceso
de elaboración de zumo de arándano. Además se establecen las bases para
llevar a cabo el desarrollo tecnológico de aperitivos de fruta que incluyan
el zumo de arándano como ingrediente, pudiendo aprovechar los beneficios
de sus componentes activos. En primer lugar se analizó el mercado de be-
bidas comerciales con arándanos disponibles en Concordia (Argentina) y
Valencia (España). Se encontraron doce bebidas con arándanos, ocho de
las cuales estaban elaboradas con arándanos azules y cuatro con arándanos
rojos. Las doce bebidas han sido caracterizadas desde el punto de vista co-
mercial: tipo de bebida, fabricante, ingredientes, alegaciones nutricionales,
envase, precio y punto de venta. Las bebidas con arándanos azules fueron
analizadas fisicoquímica y funcionalmente. Los resultados revelaron que las
bebidas comerciales con arándanos están poco estandarizadas, presentan-
do una composición variable y en algunos casos no definida claramente.
En cuanto a la calidad funcional de las bebidas, el análisis por HPLC ha
permitido comprobar que las bebidas provenientes del mercado argentino
no contenían antocianinas. Esto puso en evidencia procesos de elaboración
deficientes que utilizan condiciones de altas temperaturas y favorecen los
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procesos de oxidación que provocan pérdidas importantes de compuestos
funcionales. Puesto que el contenido de antocianinas monoméricas y fenoles
totales en el zumo de arándanos es el principal responsable de sus efectos
beneficiosos para la salud, se realizó un estudio del proceso de elaboración
de zumo de arándanos para obtener un producto con un elevado contenido
en compuestos bioactivos. En este sentido, se determinó que la etapa crí-
tica del proceso de obtención de zumo de arándanos es la despectinización
enzimática del mismo. La despectinización del zumo de arándanos fue es-
tudiada en términos de la fuente de enzimas, la temperatura y el tiempo
de tratamiento necesarios para obtener un producto con adecuadas propie-
dades tecnológicas y funcionales. En primer lugar se realizó el estudio con
dos packs enzimáticos comerciales, Viscozyme L R© y Rapidase ex color R©, a
temperaturas de 50 y 60oC y a tiempos de tratamiento de 60 y 150 minutos.
El zumo obtenido para cada combinación de condiciones fue analizado des-
de el punto de vista físicoquímico y funcional. Los resultados permitieron
seleccionar las condiciones de tratamiento: 50oC, 150 min y pack Viscozyme
L R©, como las mejores para obtener un zumo de arándanos con un alto con-
tenido en compuestos bioactivos. Adicionalmente, en esta etapa del proceso
se estudió la posibilidad de introducir una mejora utilizando como fuente
de enzimas pectinolíticas, levaduras con elevada actividad endopoligalactu-
ronasa. Estas levaduras fueron obtenidas por una técnica novedosa de mo-
dificación genética denominada evolución genómica por diseño molecular.
Una vez que se determinó cualitativamente y cuantitativamente la actividad
enzimática de extractos de levadura provenientes de la cepa original y tres
de sus transformantes, se seleccionó el de mayor actividad y se aplicó en
la despectinización de zumo de arándanos. Si bien los resultados obtenidos
indican que es necesario realizar un estudio de la dosificación del extracto de
levadura para obtener un producto con adecuadas propiedades reológicas,
desde el punto de vista funcional se observó una menor polimerización de
antocianinas y un mayor contenido de fenoles totales en el producto final.
Además, desde el punto de vista industrial, la utilización de estas enzimas
supondría un importante ahorro energético ya que la despectinización se
realiza a temperatura ambiente. Por otro lado, al proceso de elaboración de
zumo de arándanos se le introdujo una operación de homogenización a altas
presiones y se evaluó el efecto del tratamiento sobre las características físicas
(tamaño de partícula, pulpa suspendida y turbidez) y sobre el contenido de
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componentes funcionales. Se aplicaron cuatro niveles de presión (25, 50, 100
y 150MPa). Los resultados fueron comparados con zumo de arándano sin
tratamiento de homogenización. En el amplio rango de presiones estudiadas
si bien se detectó una ligera disminución en antocianinas monoméricas, se
registró un aumento en el contenido de fenoles y en la capacidad antioxi-
dante. El conjunto de los resultados obtenidos indica que la operación de
homogenización puede aplicarse en el zumo de arándanos con distintos ob-
jetivos, ya sea mejorar la estabilidad de la nube del zumo, para modificar las
propiedades funcionales del zumo o como pretratamiento para mejorar la
impregnación a vacío de estructuras porosas. Por último, utilizando el zumo
de arándanos como ingrediente funcional se desarrollaron por medio de la
técnica de impregnación a vacío dos aperitivos saludables, uno de manzana
y zumo de arándanos y otro de manzana, zumo de arándanos y Lactobacillus
salivarius spp. salivarius como microorganismo probiótico. En el desarrollo
del primer aperitivo se evaluó el efecto de la etapa de estabilización por
secado con aire caliente a tres temperaturas 30, 40 y 50oC sobre las pro-
piedades fisicoquímicas y la calidad funcional del producto final. Además
la operación de secado se comparó con la de liofilización. El secado con
aire caliente produjo importantes pérdidas de antocianinas, en tanto que
la liofilización no afectó el contenido de las mismas. Entre las condiciones
de secado, la temperatura de 40oC es la que permitió obtener un producto
de mejor calidad tanto funcional como física. En cuanto al aperitivo con
probiótico, se evaluó la mejor condición de pH del zumo de arándanos para
el máximo desarrollo del microorganismo. Después de hacer crecer el lac-
tobacilo en el zumo de arándanos lo introdujo en el interior de la matriz
de manzana por impregnación a vacío, el aperitivo fue secado a 30oC y se
realizó un recuento del mismo en el producto final. El aperitivo obtenido
supone una alternativa a los productos lácteos con probióticos, pudiendo
ser consumido por colectivos intolerantes a la lactosa. Además la inclusión
del producto en la dieta de niños infectados con H. pylori podría disminuir
el nivel de infección y aliviar los síntomas relacionados con la inflamación
de la membrana gástrica.
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Resum.

Aquesta tesi doctoral sorgeix de la necessitat de buscar alternatives d’indus-
trialització que donen eixida a l’excedent de producció de nabius a la regió
d’Entre Ríos (Argentina). Es proposen millores a l’etapa de despectinització
i s’avalua la incorporació de l’operació d’homogeneïtzació a altes pressions
al procés d’elaboració de suc de nabiu. A més a més, s’estableixen les
bases per dur a terme el desenvolupament tecnològic d’aperitius de fruita
que incloguin el suc de nabiu com ingredient, aprofitant així els beneficis
dels seus components actius. En primer lloc s’analitzà el mercat de begu-
des comercials amb nabius disponibles a Concordia (Argentina) i València
(España). Es trobaren dotze begudes amb nabius, huit d’elles amb nabius
blaus i quatre amb nabius rojos. Les dotze begudes s’han caracteritzat co-
mercialment incloent: tipus de beguda, fabricant, ingredients, al·legacions
nutricionals, envàs, preu i punt de venda. Les begudes amb nabius blaus
van ser analitzades fisicoquímica i funcionalment. Els resultats posaren de
manifest que les begudes comercials amb nabius són poc estandarditzades,
tenen una composició variable i en alguns casos no està clarament definida.
Pel que fa a la qualitat funcional de les begudes, l’anàlisi HPLC ha permès
comprovar que les begudes del mercat argentí no contenen antocianines.
Aquest fet posa en evidència deficiències en els processos d’elaboració, que
empren altes temperatures i afavoreixen els processos d’oxidació que provo-
quen pèrdues importants de components funcionals. Donat que el contingut
d’antocianines monomèriques i fenols totals en el suc de nabiu és el principal
responsable dels seus efectes beneficiosos per a la salut, es realitzà un estudi
del procés d’elaboració de suc de nabius per obtindré un producte amb un
contingut elevat en compostos bioactius. En aquest sentit, es determinà que
l’etapa crítica del procés d’obtenció de suc és la despectinització enzimàti-
ca. Així, la despectinització del suc es va estudiar tenint en compte la font
d’enzims, la temperatura i el temps de tractament necessaris per obtenir un
producte amb propietats tecnològiques i funcionals adequades. En primer
lloc, es realitzà l’estudi amb dos pacs enzimàtics comercials, Viscozyme L R©

y Rapidase ex color R©, a les temperatures de 50 i 60oC amb temps de trac-
tament de 60 i 150 minuts. El suc obtingut en cada cas va ser analitzat
fisicoquímica i funcionalment. Els resultats permeteren establir les condici-
ons de 50oC, 150 minuts i el pac Viscozyme L R© com les millors per obtenir
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un suc de nabiu amb un nombre elevat de compostos bioactius. A més,
en aquesta etapa del procés s’estudià la possibilitat d’introduir una millora
utilitzant com a font d’enzims pectolítics, llevats amb alta activitat endo-
poligalacturonasa. Aquests llevats van ser obtinguts amb una nova tècnica
de modificació genètica denominada evolució genòmica per disseny mole-
cular. Una vegada determinada qualitativa i quantitativament l’activitat
enzimàtica dels extractes de llevat provinents del cep original i de tres dels
seus transformats, es va seleccionar el de major activitat i es va utilitzar
per a la despectinització del suc de nabius. Si bé els resultats obtinguts
indiquen que es necessari realitzar un estudi amb més profunditat de la
dosificació de l’extracte de llevats per obtenir un producte amb propietats
reològiques adequades, en relació a les propietats funcionals s’observà una
menor polimerització de antocianines i un major contingut de fenols totals
en el producte final. A nivell industrial, la utilització d’aquests enzims su-
posaria un important estalvi energètic ja que la despectinització es realitza
a temperatura ambient. Per altra banda, al procés d’elaboració de suc de
nabius se li va introduir l’operació d’homogeneïtzació a altes pressions i
es va avaluar l’efecte del tractament sobre les característiques físiques (ta-
many de partícula, polpa en suspensió i turbidessa) i sobre el contingut en
components funcionals. S’aplicaren quatre nivells de pressió (25, 50, 100 y
150MPa). Els resultats van ser comparats amb els del suc de nabius sense
el tractament d’homogeneïtzació. A tots els nivells de pressió aplicats, si
bé es detecta una lleugera disminució en el contingut d’antocianines mono-
mèriques, es registrà un augment en el contingut de fenols i en la capacitat
antioxidant. El conjunt dels resultats obtinguts indiquen que l’operació
d’homogeneïtzació es pot aplicar al suc de nabius amb diferents objectius,
bé per millorar l’estabilitat del núvol del suc, per modificar les propietats
funcionals del mateix o com a pretractament per a millorar la impregnació
a vuit d’estructures poroses. Per últim, s’utilitzà el suc de nabius com a in-
gredient funcional i es desenvoluparen, mitjançant la tècnica d’impregnació
a vuit, dos aperitius saludables, un de poma i suc de nabius i altre de poma,
suc de nabius i Lactobacillus salivarius spp. salivarius com a microorganis-
me probiòtic. En el desenvolupament del primer aperitiu s’avaluà l’efecte de
l’etapa d’estabilització, deshidratació amb aire calent, a tres temperatures
(30, 40 i 50oC) sobre les propietats fisicoquímiques i la qualitat funcional del
producte final. A més, l’operació de deshidratació es comparà amb la de li-
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ofilització. La deshidratació amb aire calent va produir importants pèrdues
d’antocianines, mentre que la liofilització no afectà el contingut d’aquestes.
A l’operació de deshidratació amb aire calent, la temperatura de 40oC és la
que va permetre obtenir un producte de major qualitat tant funcional com
física. En relació amb l’aperitiu amb microorganismes probiòtics, s’avaluà
la millor condició de pH del suc de nabius per aconseguir el màxim creixe-
ment del microorganisme. Després de fer créixer el lactobacil al suc, es va
introduir a l’interior de la matriu de poma mitjançant la impregnació a vuit,
l’aperitiu fou assecat a 30oC i es realitzà un recompte en el producte final.
L’aperitiu obtingut suposa una alternativa als productes lactis amb probiò-
tics, i pot ser consumit per col·lectius intolerants a la lactosa. A més a més,
la incorporació del producte a la dieta dels xiquets infectats per H. Pylori
podria disminuir el nivell d’infecció i alleugerar els símptomes relacionats
amb la inflamació de la membrana gàstrica.

Abstract.

The doctoral thesis presented is conceived by the need to find alternatives to
industrializing the surplus production of blueberries in the region of Entre
Ríos (Argentina). Improvements for the depectinization operation are pro-
posed and it is evaluated with inclusion of a high pressure homogenization
treatment in the flow chart of blueberry juice production. This also consti-
tutes the framework to carry out technological development of fruit snacks
that include blueberry juice an ingredient in order to benefit from its bioac-
tive compounds. First, the blueberry beverage market in Concordia (Ar-
gentina) and in Valencia (Spain) was analyzed. Eight beverages including
blueberry juice and four with cranberrie juice were found. The twelve sam-
ples were characterized from the market point of view taking into account
the type of beverage, manufacturer, ingredients, nutrition claims, package,
price and selling point. The beverages elaborated with blueberry juice were
also physicochemically and functionally analyzed. The results revealed that
commercial blueberry beverages are poorly standardized, of variable com-
position and in some cases not clearly defined. Regarding the beverage
functional quality, HPLC analysis showed that drinks from the argentine
market did not contain anthocyanins. This revealed poor manufacturing
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processes that use high temperature conditions and promote oxidation phe-
nomena causing significant losses of functional compounds. Considering the
content of monomeric anthocyanins and total phenolics in blueberry juice
are primarily responsible for its beneficial effects on health, a study of the
process of blueberry juice manufacturing in order to obtain a product with
a high content of bioactive compounds was carried out. In this sense, it was
established that enzymatic depectinization is a critical operation. Depec-
tinization was studied in terms of enzyme source, temperature and duration
of the treatment required to obtain a product with high content of bioactive
compounds. First, it was analyzed the depectinization with two commer-
cial enzymatic packs, Viscozyme L R© y Rapidase ex color R©, at 50 and 60oC
during 60 and 150 minutes. The juice obtained in each case was charac-
terized in terms of physicochemical and functional properties. The results
indicated that the best conditions of processing were: 50oC, 150 minutes
with Viscozyme L R© pack. Additionally, in this process step the possibility
to introduce an improvement using as source of pectinolytic enzymes, yeasts
with high endopolygalacturonase activity was evaluated. These yeasts were
obtained by a novel technique of genetic modification called genomic evolu-
tion by molecular design. Firstly, the enzymatic activity of yeast extracts
from the parental strain and three of his transformants was determined
qualitatively and quantitatively. After that, the most active extract was se-
lected and applied in depectinization of blueberry juice. While the results
indicate the need to study the dosage of yeast extract to obtain a product
with suitable rheological properties, from the functional point of view it
was observed a lower polymerization of anthocyanins and a higher content
of total phenolics. Furthermore, from an industrial point of view, the use
of these enzymes represents significant energy savings because the depec-
tinization is performed at room temperature. Moreover, it was determined
the effect of the incorporation of a high pressure homogenization step in
the process of manufacturing blueberry juice. Four levels of pressure (25,
50, 100 and 150MPa) were applied. The effect of the pressure treatment
on physical characteristics (particle size of suspended pulp and turbidity)
and the content of functional components was evaluated. In the range of
pressures studied, while a slight decrease in monomeric anthocyanins was
found, an increase in the content of phenol and antiradical capacity was
detected. The set of results indicates that homogenization operation can
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be applied with different objectives, either to improve the stability of the
cloud juice, to modify the functional properties or as a pretreatment to
improve vacuum impregnation of porous structures. Finally, using blue-
berry juice as a functional ingredient two healthy snacks, one made from
apple and blueberry juice and another made from apple, blueberry juice
and Lactobacillus salivarius spp. salivarius as a probiotic microorganism,
were developed by vacuum impregnation technique. In developing the first
snack was evaluated the effect of stabilization by air-drying at three differ-
ent temperatures 30, 40 and 50oC on the physicochemical properties and
the functional quality of the final product. Furthermore the drying process
was compared with lyophilization. The hot air drying resulted in significant
losses of anthocyanins, whereas lyophilization did not affect in any extent
the content of the bioactive compound. Among the conditions of drying,
the process performed at 40oC allowed to obtain a snack with better func-
tional and physical characteristics. For the probiotic snack, the best pH
condition of blueberry juice for the maximum development of microorgan-
ism was evaluated. After growing the lactobacillus in blueberry juice was
introduced inside the apple matrix by vacuum impregnation, the snack was
air-dried at 30oC and a plate count was made of it in the final product.
The snack obtained is an alternative to dairy products with probiotics, and
may be consumed by lactose intolerant groups. Besides, the inclusion of the
product in the diet of children infected with H. pylori may reduce the level
of infection and relieve symptoms related to inflammation of the gastric
membrane.
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Introducción





Capítulo 1

Introducción

1.1 Importancia económica del cultivo del arándano.

Distribución geográfica y producción mundial.

El arándano azúl (en inglés: blueberry) es un arbusto perenne nativo del
este de América del Norte, perteneciente a la familia Ericaceae, género Vac-
cinium, subgénero Cyanococcus.

Los arándanos representan una de las especies de más reciente domestica-
ción, ya que los primeros programas de selección de arbustos y técnicas de
propagación datan de finales del siglo XIX en Norteamérica.

Las especies cultivadas con más relevancia comercial representan un 80% de
la superficie total para el Vaccinium corymbosum (Highbush), un 15% para
el Vaccinium ashei (Rabbiteye) y un 5% para el Vaccinium angustifolium
(Lowbush).

Estados Unidos es el principal productor, consumidor, exportador e impor-
tador de arándanos del mundo, junto a Canadá abarcan el 90% del área
productiva total, seguido de Chile (pionero del cultivo del arándano en el
hemisferio sur), Argentina, Nueva Zelanda, Australia y Sudáfrica. Los prin-
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Capítulo 1. Introducción

cipales países productores europeos son, por este orden: Polonia, Alemania,
España, Francia, Italia, Reino Unido, Holanda y Portugal (García Rubio,
García Gonzalez de Lena, & Ciordia Ara, 2013).

En la figura 1.1 se puede observar que la superficie cultivada y la produc-
ción a nivel mundial de arándanos han mantenido un ritmo constante de
crecimiento durante los últimos diez años.
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Figura 1.1. Superficie cultivada y producción mundial.

En diez años, la producción de arándanos ha mostrado un crecimiento cer-
cano al 40%. En los últimos años el cultivo se ha expandido hacia nuevas
zonas productoras, siendo las de mayor crecimiento el norte de Europa, Es-
paña, sudeste de Canadá, costa este de Estados Unidos, Chile, Argentina y
ciertas partes de Asia, particularmente China (Brazelton & Strik, 2007).

A pesar de que a nivel mundial el 65% de la producción total del arándano
highbush se comercializa como fruta fresca, en los últimos diez años, la
industria del arándano ha experimentado un acusado crecimiento con un
consumo per cápita en aumento cada año y con una entrada en el mercado de
nuevos productos. Como dato, en 2008, se introdujeron en Estados Unidos
más de 1400 nuevos productos que contenían arándano (Villata, 2010).

Los productos finales ofrecidos que contienen arándano engloban las siguien-
tes categorías: arándano fresco o rehidratado (yogures y helados; mermela-
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1.1 Importancia económica del cultivo del arándano.

das y jaleas; elaboración de salsas y cremas para untar y rellenos; arándanos
enlatados en almíbar; extracción de colorantes alimentarios; golosinas y ca-
ramelos), arándano deshidratado (consumo como fruta deshidratada tipo
snack; uso en repostería; con cereales de desayuno; relleno de tableta de
chocolate), jugo fresco o concentrado de arándano (bebidas no alcohólicas:
zumos 100%, concentrados, bebidas a base de concentrado, néctares, purés;
bebidas energéticas o alcohólicas: licores) y extractos vegetales de arándano
(complementos alimenticios; colorantes)(Villata, 2010).

Las cifras de consumo de estos productos varían según el hábito de cada
país. Estados Unidos produce gran cantidad de arándano fresco y congelado
por lo que posee una cultura de consumo y ofrece en el mercado una amplia
gama de productos derivados, tal y como muestra la figura 1.2.

Panaderia
23%

Fruta 
deshidratada…

Elaboración de 
chocolates…

Cereales de 
desayuno…

Postres y 
Helados

7%
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Snacks
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alcohólicas
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Figura 1.2. Productos derivados del arándano en Estados Unidos (2011)

Situación en España: cultivo, producción y consumo

En España, en estado silvestre, se pueden encontrar tres especies, todas ellas
en montañas altas y ambientes minimamente húmedos: arándano común
(Vaccinium myrtillus), arándano negro (Vaccinium uliginosum) y arándano
rojo (Vaccinium vitisidaea), mucho más raro. La especie con mayor presen-
cia es V. mirtyllus que se distribuye por la cornisa Cantábrica, Gredos,
Guadarrama, y Pirineos Catalán y Aragonés.
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150 km

100 mi

Figura 1.3. Localización geográfica del cultivo del arándano en España.

Sin embargo, las especies cultivadas en territorio nacional distan de las sil-
vestres y se distribuyen como se observa en la figura 1.3. La primera parcela,
para el cultivo del arándano en España, surge a mediados de los años 60 en
Tineo, Asturias. Es a partir de finales de los 80 cuando surgen las primeras
plantaciones profesionales en las provincias de Huelva y Asturias. En el año
2012, Asturias registró 90 hectáreas cultivadas con distintas variedades de la
especie V. corymbosum y V. ashei (García Rubio et al., 2013). Esta última
especie también se cultiva en las 30 hectáreas que hay en Cantabria y resto
de pequeñas explotaciones (<4 hectáreas) dispersas en la zona septentrio-
nal. Durante la campaña 2011-2012, se produjeron unas 200 toneladas de
arándano fresco de las cuales el 80% se exportaron a otros países.

En el sur, Huelva cuenta con 1000 hectáreas plantadas con cultivares ame-
ricanos de arándano (Vaccinium corymbosum). Según datos del año 2011,
la producción en esta zona oscila en torno a las 4000 toneladas/año (Atlan-
tic Blue, 2011). Una elección varietal adecuada, así como el desarrollo de la
tecnología de producción, pueden favorecer la producción tardía en España.
El cultivo del arándano en España ha experimentado un crecimiento impor-
tante en los últimos 7 años: en 2005, Asturias contaba solo con 2 hectáreas
de plantación y Huelva con 300 hectáreas. Por otra parte, actualmente el
95% de las plantaciones en Asturias tienen menos de 4 años, por lo tanto
es un cultivo en pleno desarrollo de reciente implantación.
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1.1 Importancia económica del cultivo del arándano.

Situación en Argentina: cultivo, producción y consumo.

Si bien el cultivo del arándano se introdujo en Sudamérica en la década
de los 80, es a partir de 1993 cuando se observa un rápido aumento de
las plantaciones comerciales en Argentina y Chile. En Argentina, se puede
tomar como punto inicial de la actividad productiva el año 2001, cuando la
superficie cultivada con arándanos era de 400 hectáreas.

En la figura 1.4 se puede observar en color gris oscuro las zonas de mayor
importancia para el cultivo de arándanos. El 90% de la superficie nacional
implantada con este cultivo está representado por las provincias de Bue-
nos Aires, Entre Ríos y Tucumán. En color gris claro se observan otras
zonas donde el cultivo también se ha desarrollado. Las principales varieda-
des implantadas dentro del género Vaccinium son las del tipo de crecimiento
Southern Highbush (híbridos interespecíficos de V. corymbosum x V.darrowi
y otras especies) y se caracterizan por su bajo requerimiento de horas de
frío. Otro grupo de menor relevancia en Argentina corresponde a los Nort-
hern Highbush, de alto requerimiento de horas de frío, que se utiliza para
plantaciones en la Patagonia (Río Negro y Chubut).

Los arándanos ocupan el cuarto lugar en lo que se refiere a la exportación
de frutas argentinas. Las exportaciones del año 2012 alcanzaron más de
15000tn y más de 80 millones de dólares estadounidenses.

400 km

200 mi

Figura 1.4. Localización geográfica del cultivo del arándano en Argentina.
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El sector ha realizado importantes inversiones para el procesado (consis-
tente en clasificación, enfriamiento y desinfección de la fruta) y empaque.
La cosecha y clasificación son manuales, con alto requerimiento de personal
durante los meses de recolección, motivo por el cual este cultivo es un impor-
tante generador de empleos. En la figura 1.5 se puede observar la evolución
de la superficie plantada con arándanos.
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Figura 1.5. Evolución de la superficie dedicada al cultivo del arándano en Ar-
gentina.

Como se puede observar en la figura 1.6, el principal destino de las ex-
portaciones es el mercado estadounidense. En el período inicial de cosecha
(Septiembre-Octubre), el precio del arándano fresco es tan elevado que el
transporte a América del Norte se realiza por vía aérea.

El consumo y mercado interno del arándano es prácticamente inexistente,
esto se debe a que el arándano todavía no forma parte de los hábitos de
consumo de la población argentina, aunque también se vincula a la baja
capacidad del sector para ofrecer productos frescos y procesados a precios
accesibles que faciliten su penetración al mercado interno (Rivadeneira &
Kirschbaum, 2012). A su vez, como consecuencia del creciente aumento de
las cantidades producidas, la falta de un mercado de productos industria-
les en base al arándano se presenta como un limitante para la colocación
del remanente de fruto fresco no exportado (llamada cosecha de descarte).
Actualmente, un importante porcentaje de la producción no está en condi-
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Figura 1.6. Destinos de las exportaciones argentinas de arándano.

ciones de ser exportado y no existen oportunidades de agregado de valor al
fruto fresco en el sector. En el año 2012 se registró un descarte de 900tn
debido a diversos factores: aumento de productividad lo que provoca una
disminución del precio de venta y por lo tanto un menor retorno al pro-
ductor, selectividad de la demanda, problemas eventuales como enfermeda-
des, granizo o la presencia de defectos. Debido a la necesidad de desarrollo
científico-tecnológico en el sector de los arándanos, el Instituto Nacional
de Tecnología Agropecuaria (INTA) conduce, actualmente, en torno a 17
proyectos relacionados con la investigación y transferencia de tecnología:

1. Mejoramiento de material base en frutales (PNFRU 051711)

2. Material base de sanidad certificada (PNFRU 051721)

3. Manejo sustentable de factores abióticos que afectan a los cultivos
frutales (PNFRU-052811)

4. Generación y desarrollo de tecnología para la detección, seguimiento,
predicción y evaluación de plagas emergentes, limitantes y/o cuaren-
tenarias de la fruticultura Argentina (PNFRU 052851).

5. Biología y tecnología para la cosecha y acondicionamiento, transporte
y conservación de frutas frescas (PNFRU 053911).

9
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6. Manejo integrado de enfermedades de poscosecha en frutas (PNFRU
053921).

7. Desarrollos innovativos para aumentar la competitividad de la indus-
tria procesadora de frutas (PNFRU-053941).

8. Conservación ex situ y valoración de las colecciones de germoplasma
de la Red de Recursos Genéticos Vegetales de INTA (AERG-231221).

9. Herramientas de Socio-Economía Agraria para el desarrollo regional
(ERIOS 630051).

10. Incremento en la calidad, cantidad y diversidad de la producción fru-
tícola de Entre Ríos. (ERIOS 630081).

11. Desarrollo de los sistemas productivos y de seguridad alimentaria de
los territorios involucrando tecnologías amigables con el medio am-
biente y de fuerte inclusión socio organizativa en el área Tucumán
Norte, provincia de Tucumán (TUSGO 31001).

12. Desarrollo y transferencia de tecnologías para la producción sustenta-
ble de berries.

13. Bases ecofisiológicas para el análisis de los efectos de la variabilidad
climática y el cambio climático sobre la calidad de productos agrícolas
(PICT 20-21445).

14. Estudio de la susceptibilidad de nuevas variedades de frutilla, arán-
dano y moras híbridas a la acción de patógenos frecuentes en sistemas
productivos del Noroeste Argentino (NOA). PICT 2008-311.

15. PME asociado al PICT 2008-311.

16. Investigación y transferencia de tecnología para mejorar la calidad en
cosecha y poscosecha de frutas finas cultivadas en Tucumán.

17. Optimización de métodos actuales y evaluación de nuevas alternativas
para el tratamiento cuarentenario contra la mosca de la fruta para el
cultivo de arándanos en la provincia de Entre Ríos.
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Estos proyectos demuestran la importancia, para el sector del arándano,
que tienen los avances y desarrollos relacionados con el cultivo, cosecha e
industrialización.

Teniendo en cuenta que el arándano es una fruta altamente perecedera, que
su recolección y transporte tiene un precio elevado y que no existen alter-
nativas claras de industrialización, se propone aprovechar principalmente
sus propiedades funcionales para desarrollar nuevos alimentos por medio
de tecnologías que puedan ser transferidas y utilizadas en Argentina. Este
desarrollo está orientado a un mercado comercialmente atractivo como lo
es el sector de los alimentos funcionales.

1.2 Aplicación de nuevas tecnologías en la elaboración de
zumo de arándano.

Los arándanos son una importante fuente de diferentes fitonutrientes (ácido
ascórbico, manganeso, compuestos polifenólicos). Entre los distintos com-
puestos que poseen, se le ha prestado especial atención al grupo de las
antocianinas debido a que poseen una muy alta capacidad antioxidante
(Rice-Evans, Miller, Bolwell, Bramley, & Pridham, 1995; Seeram & Nair,
2002) y se les atribuyen propiedades anticancerígenas, beneficiosas para el
tracto urinario y reductoras de enfermedades cardiovasculares (Kalt & Du-
four, 1997).

Químicamente, las antocianinas se consideran flavonoides. Los flavonoides
se caracterizan por una estructura general que consiste en dos anillos aro-
máticos unidos por un puente de tres átomos de carbono (Harborne & Bax-
ter, 1999; Harborne, 1993; Bhagwat, Haytowitz, & Holden, 2013). Entre
las distintas subclases encontramos los flavanoles (compuestos monoméricos
(catequinas, epicatequinas), oligomericos, y poliméricos (proantocianidinas,
también denominadas taninos condensados) y las antocianinas (cianidina,
delfinidina). En la figura 1.7 se pueden observar las estructuras químicas de
cada tipo de compuesto.

Los flavanoles monoméricos o catequinas (flavan-3-ol), son precursores bio-
sintéticos de las proantocianidinas. La catequina y la epicatequina son los
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(a) Catequina
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designed clinical studies to improve the current knowledge on the potential health benefits 

of these flavonoids to cardiovascular and metabolic health. 

Keywords: anthocyanin; cardiovascular; catechin; flavonoids; proanthocyanindins 

1. Introduction 

Flavonoids occur widely in the fruits and vegetables that make up the human diet and it has been 

estimated that at least one gram of flavonoid is daily consumed [1,2]. Whether this is beneficial to 

human health is still debatable [2]. Flavonoids include a series of subclasses with a common general 

structure characterized by the presence of two aromatic rings linked by a three-carbon bridge [1–4]. 

These subclasses, classified based on the connection between the two aromatic rings, as well as the 

oxidation state of the different rings, are: flavanols [e.g., monomeric (catechin, epicatechin), 

oligomeric, and polymeric compounds (proanthocyanidins, also called condensed tannins)] typically 

found in tea, cocoa, grape and wine; flavanones (i.e., hesperetin, found in citrus); flavones (i.e., 

luteolin; in thyme, rosemary and oregano); isoflavones (i.e., genistein, in soybean); flavonols (i.e., 

quercetin, in onions and most fruits and vegetables); and anthocyanins (i.e., cyanidin, in red, blue and 

purple berries) [1–4] (Figure 1). 

Figure 1. General structure of common flavonoids in plant-derived foodstuffs. 

Flavonoids fall into two major categories, according to whether the central heterocyclic ring is 

unsaturated or not. When unsaturation is present, as in the anthocyanins, flavones and flavonols, the 

(b) Proantocianidina
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On the other hand, flavanols are commonly found in plant-derived food products in their polymerized 

forms as oligomers (dimers to pentamers) or polymers (six or more units). The most common 

oligomers are the B series, B1 to B8, formed by two flavanol units, either catechin or epicatechin, 

joined by a C4-C8 linkage (B1 to B4) [48 bond (epicatechin-(4β8)-catechin); Figure 2], or C4–C6 

linkage (B5 to B8). The least frequent dimers are the A series, characterized by the presence of double 

linkages between the two “catechin” units, one C4-C8 or C4-C6 and an additional one between C2 and 

C5 or C7 [1,2].  

Figure 2. Chemical structure of common oligomers of the B-type procyanidins (B1 to B4). 

 

     
     
     
 R1 R2 R3 R4 
Procyanidin B1 OH H H OH 
Procyanidin B2 OH H OH H 
Procyanidin B3 H OH H OH 
Procyanidin B4 H OH OH H 

 

Type-A proanthocyanidins (Figure 3) are less common in food plants, however their presence in 

peanuts and almond skins and in some berries has been described [9–12]. In general, flavanols are 

widely distributed in plant foods.  

Figure 3. Chemical structure of dimeric type-A proanthocyanidin. 

 
 

Flavanols are mainly present in fruits and derived products like fruit juices or jams; also in tea, 

cocoa, and cereals (Table 1). They are however almost non-existent in vegetables and legumes, with 

the notable exception of lentils and broad beans [12,13]. In many cases flavanols are present in the 

peels or seeds of fruits and vegetables, being discarded when eaten or during processing, and therefore 

their dietary intake is limited. 

(c) Antocianina (flavilio)
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Figure 4. Structures of the most frequently found anthocyanidins in plant-derived foods.  

  
R1 R2 Anthocyanidin 
H H Pelargonidin 
OH H Cyanidin 
OH OH Delphinidin 
OH OCH3 Petunidin 
OCH3 H Peonidin 
OCH3 OCH3 Malvidin 

 

Anthocyanidins are unstable to light and are water-insoluble so that they do not occur usually in 

their free state. Instead, they are present in the cell vacuole linked to sugars, which provide stability 

and water solubility. These glycosides are called anthocyanins. Some time ago, the known glycosidic 

variation among these pigments was restricted to four main types: 3-monoglycosides, 3-diglycosides, 

3,5-diglycosides and 3-diglycoside-5-monoglycosides. The most common sugar present was glucose, 

but rhamnose, xylose and galactose were also encountered. More recent research has revealed many 

more complex structures. There are many anthocyanins with acyl substituents linked to sugars, 

aliphatic acids (such as malonic, succinic, malic and acetic acid), cinnamic acids (such as p-coumaric, 

ferulic, or sinapic acid), and pigments with both aliphatic and aromatic substituents. A further 

complexity in some anthocyanins results from the presence of several acylated sugars in the structure. 

These anthocyanins have sometimes been designated as polyglycosides [2,3,13,49]. 

The main dietary sources of anthocyanins are red fruits (Table 2), like berries and red grapes, red 

wine, cereals and purple corn, as well as some vegetables such as red cabbage [48–73]. Daily 

consumption of total anthocyanins has been estimated to be between 3 and 215 mg/day [55,71,76,77]. 

Since dietary anthocyanins are restricted to berries, red fruits and red wine it should be assumed that 

there are variations between individuals due to differences in the intake of these anthocyanin-rich 

products. However, the influence of methodological differences in the assessment, as well as 

nutritional, social and cultural differences of the investigated populations may also explain the wide 

range of anthocyanin consumption estimated by different authors [28,48,49].  

Until very recently, anthocyanins were believed to have a very low bioavailability. Clinical studies 

carried out with humans consuming different types of fruit containing anthocyanins have shown that 

these phenolic pigments are poorly absorbed [78,79]. The concentration of anthocyanins in plasma 

ranged 10–50 nmol/L (after a 50 mg of aglycone equivalent supply) and the Tmax was 1.5 h. At intakes 

of 188–3,570 mg total cyanidin glycosides, the Cmax were in the range of 2.3–96 nmol/L [71,81]. The 

urinary excretions were found to be in the range between 0.018% and 0.37 % of the intake. The time of 

appearance in the plasma was consistent with absorption at the stomach (24%) but also at the small 

intestine (23%) [74,82–84]. Maximal urinary excretion is usually achieved in less than 4 h. 

Nevertheless, some studies revealed that the bioavailability of anthocyanins was underestimated since 

all of their metabolites might not have been yet identified [28]. 
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Figura 1.7. Estructuras generales de los flavanoles y las antocianinas (De Pascual-
Teresa, Moreno, & García-Viguera, 2010).

flavonoides más conocidos (Harborne & Baxter, 1999; Harborne, 1993). Las
catequinas son comúnmente encontradas en la naturaleza y en alimentos
derivados de plantas en su forma polimerizada, como oligómeros o polí-
meros (proantocianidinas). El contenido de flavanoles para frutas como la
manzana y el arándano es del orden de 0.1-45 mg/100g peso fresco (De
Pascual-Teresa, Santos-Buelga, & Rivas-Gonzalo, 2000; Arts, van de Put-
te, & Hollman, 2000; Tsanova-Savova, Ribarova, & Gerova, 2005; Suarez
Valles, Santamaria Victorero, Mangas Alonso, & Blanco Gomis, 1994) y
1-7mg/100g peso fresco (De Pascual-Teresa et al., 2000; Arts et al., 2000;
Heinonen, Meyer, & Frankel, 1998), respectivamente. La biodisponibilidad
difiere notablemente entre catequinas, las proantocianidinas polimerizadas
no son absorbidas y pequeñas cantidades de dímeros de proantocianidinas
han sido detectados en plasma (Van Amelsvoort et al., 2001; Holt et al.,
2002; Sano et al., 2003). Por último se debe aclarar que existe una con-
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troversia en cuanto a la biodisponibilidad de las catequinas, debido funda-
mentalmente a la falta de una metodología estandarizada para procesar las
muestras de plasma y para realizar determinaciones analíticas de los meta-
bolitos presentes en los extractos utilizados (Stalmach, Troufflard, Serafini,
& Crozier, 2009).

Las antocianinas son pigmentos naturales responsables de los colores azules,
morados, rojos y anaranjados de muchas frutas y verduras. Su contenido en
las manzanas varía de 0.0–60.0 mg por 100g peso fresco (Koponen, Happo-
nen, Mattila, & Törrönen, 2007; Wojdyło, Oszmiański, & Laskowski, 2008)
y en los arándanos se encuentra entre 25-495mg/g peso fresco (Fernandez-
Panchon, Villano, Troncoso, & Garcia-Parrilla, 2008; Skupień, 2006). En
los alimentos poseen un doble interés; uno tecnológico, debido al impacto
sensorial de sus colores en los productos alimenticios y otro relacionado con
sus propiedades beneficiosas para la salud (De Pascual-Teresa, Moreno, &
García-Viguera, 2010). Las antocianinas están presentes en la naturaleza
como heterósidos. La aglicona de las antocianinas, denominada antociani-
dina, está estructuralmente basada en el catión flavilio con grupos hidroxi
o metoxi presentes en diferentes posiciones. Dependiendo del número y la
posición de estos grupos hidroxi o metoxi , diferentes antocianidinas han
sido descriptas, seis son las más comúnmente encontradas en frutas y ve-
getales son: pelargonidina, cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina y
malvidina (Harborne, 1993; Bhagwat et al., 2013; De Pascual-Teresa et al.,
2000).

Las antocianidinas, son inestables a la luz e insolubles en agua, por lo tan-
to no se las encuentra en la naturaleza en estado libre. En cambio, están
presentes en las vacuolas celulares enlazadas a azúcares, los cuales proveen
estabilidad y solubilidad en agua. Estos glicósidos son los que se denomi-
nan antocianinas. Los azúcares que más comúnmente se encuentran unidos
a las antocianidinas son la glucosa, galactosa, arabinosa, xilosa y di y tri-
sacáridos homogéneos o heterogéneos formados por combinación de estos
azúcares. Además, los azúcares de las antocianinas pueden estar acilados
con ácidos alifáticos o aromáticos como el cafeico, p-cumárico, sinápico, p-
hidroxibenzoico, ferúlico, malónico, málico, succínico y acético. La biodis-
ponibilidad de las antocianinas ha sido subestimada durante mucho tiempo
debido a que todos los metabolitos implicados en su asimilación no han sido
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todavía identificados (Manach, Williamson, Morand, Scalbert, & Rémésy,
2005). Las antocianinas pueden ser detectadas en el plasma en su forma na-
tiva, presentes en las plantas (glicosidadas) pero también pueden sufrir una
gran cantidad de reacciones químicas, en el hígado, riñon, en regiones del
cerebro que median la conducta cognitiva (cotex, hipocampo) y en los ojos
(Tomás-Barberán, Gil-Izquierdo, & Moreno, 2009; Andres-Lacueva et al.,
2005; Passamonti, Vrhovsek, Vanzo, & Mattivi, 2005). También se las ha
encontrado en el colon y más recientemente se ha propuesto que las anto-
cianinas también pueden ser metabolizadas por la flora intestinal (Selma,
Espín, & Tomás-Barberán, 2009; Ávila et al., 2009).

En general, las operaciones de procesado que permiten una oferta variada,
segura y continua de alimentos afectan en gran medida al efecto funcional de
muchos de sus componentes. Este efecto es muy acusado para componentes
sensibles al oxígeno, la temperatura y el pH como lo son las antocianinas.
No obstante, el efecto negativo que, en general, las operaciones de proce-
sado ejercen sobre las propiedades funcionales, y particularmente sobre el
poder antioxidante, puede reducirse mediante la adición de determinados
ingredientes o mediante la realización de pretratamientos en los procesos de
fabricación. En la mayor parte de los casos el efecto protector se basa en
el establecimiento de interacciones que contribuyen a la formación de ba-
rreras protectoras que ayudan a mantener la integridad de las estructuras
químicas y/o celulares y evitan la acción de factores de deterioro durante
las operaciones de procesado y/o el almacenamiento.

Durante la elaboración del zumo de arándanos, uno de los principales in-
convenientes tecnológicos es la gelificación del triturado debido a su alta
concentración de pectinas, del orden de 0.4-0.7g pectina/100g fruta (Proc-
tor & Peng, 1989; Marlett & Cheung, 1997) y el bajo pH de la fruta. Esta
rápida gelificación impide la aplicación de subsiguientes etapas de filtración,
pasteurización y/o concentración. Landbo and Meyer (2004) también obser-
varon este tipo de problemática durante el triturado de grosellas negras. En
ese caso, el triturado de estos berries resultaba en un puré de elevada vis-
cosidad a partir del cual se hacía muy difícil la extracción del zumo por
prensado.
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La despectinización de zumos mediante el uso de enzimas pectinolíticas ha
sido presentado como una alternativa efectiva para, evitar la gelificación del
triturado, reducir la turbidez (Kashyap, Vohra, Chopra, & Tewari, 2001;
Landbo, Kaack, & Meyer, 2007; Vaillant et al., 1999), aumentar el rendi-
miento en zumo (Höhn, 1996; Landbo & Meyer, 2004) y realizar un procesa-
do eficiente de los zumos de berries. Sin embargo, se han observado pérdidas
significativas en el contenido de antocianinas durante la elaboración del zu-
mo (J. Lee, Durst, &Wrolstad, 2002; Rossi et al., 2003; Srivastava, Akoh, Yi,
Fischer, & Krewer, 2007). Capanoglu, de Vos, Hall, Boyacioglu, and Beek-
wilder (2013) observaron pérdidas de antocianinas del orden del 98% en la
etapa de concentración de zumo de uvas, Kalt (2005), Skrede, Wrolstad, and
Durst (2000) determinaron pérdidas del 68% en el proceso de obtención de
zumo de arándanos. Las diferencias en los niveles de pérdidas de antocia-
ninas entre los distintos estudios dependen de una combinación de varios
factores: el tipo de fruta, la variedad, factores medioambientales y/o diferen-
cias en las técnicas de procesado del zumo (Capanoglu et al., 2013). Parte
de estas pérdidas están relacionadas con la presencia de enzimas, como por
ejemplo la polifenoloxidasa, que contribuye mayoritariamente a la pérdida
de antocianinas durante la extracción del zumo de arándanos (Capanoglu
et al., 2013). Por otro lado, también se debe considerar la localización de las
antocianinas y los polifenoles en el fruto. Las procianidinas se localizan tan-
to en las semillas como en la piel de los berries (Mattivi, Zulian, Nicolini, &
Valenti, 2002). En la piel, las procianidinas se encuentran en forma de com-
plejo dentro de gránulos que a su vez están contenidos en vacuolas, mientras
que en las semillas, las procianidinas están localizadas debajo de la cutícula
y la capa epidérmica, también en forma de complejo. Por el contrario, las
antocianinas suelen estar localizadas sólo en la piel de los berries, son alta-
mente hidrosolubles bajo condiciones ácidas y se encuentran en estado libre
dentro de las vacuolas (Mattivi et al., 2002). Las grandes pérdidas de estos
compuestos durante el proceso de elaboración de zumo sugieren que tanto
las semillas como las pieles no son lo suficientemente reducidas durante la
etapa de trituración de la fruta, lo que impide la liberación de flavonoides
en la fracción soluble (Capanoglu et al., 2013). Como resultado, las vacuolas
que se encuentran en las semillas y las células de la epidermis no se incluyen
en el zumo final (clarificado) y las procianidinas y antocianinas se pierden
junto con los sólidos decantados.
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Landbo and Meyer (2001) han demostrado que la degradación enzimática
de los polisacáridos de la pared celular de residuos sólidos de la elaboración
de zumo de grossellas negras por prensado aumenta el rendimiento en ex-
tracción de compuestos antioxidantes fenólicos. Además, los resultados de
Landbo and Meyer (2001) indican que distintos compuestos fenólicos, in-
cluyendo algunos flavonoides, se encuentran localizados dentro o al menos
fuertemente asociados a la pared celular de la epidermis de las grosellas
negras.

Las enzimas pectinolíticas utilizadas en la industria de zumos de frutas y en
la de producción de vinos, provienen mayoritariamente de hongos filamen-
tosos, principalmente de Aspergillus niger spp. (Grassin & Fauquembergue,
1996). Distintos estudios demuestran que la despectinización enzimática a
40oC durante 1 hora, a 27oC durante 2 horas o a 43oC durante 2 horas con
distintos complejos enzimáticos permiten reducir notablemenete la viscosi-
dad del zumo de arándanos (Brownmiller, Howard, & Prior, 2008; J. Lee
et al., 2002; Skrede et al., 2000).

Debido a la importancia que tienen este tipo de enzimas en la industria,
estudios relacionados con el aislamiento y la selección de nuevas cepas de
microorganismos para su uso potencial en los proceso industriales son de
vital importancia (Sandri, Lorenzoni, Fontana, & da Silveira, 2013).

Las pectinasas provenientes de levaduras por lo general son enzimas exocelu-
lares y de naturaleza glicoprotéica (Lim, Yamasaki, Suzuki, & Ozawa, 1980;
Barnby, Morpeth, & Pyle, 1990). Las enzimas pectinolíticas de levaduras
son mayoritariamente endo - poligalacturonasas (endo-PG), lo que quiere
decir que al azar, degradan la cadena principal de la pectina, principalmente
por hidrólisis de los enlaces α-1,4-glicosídicos. Como se expuso anteriormen-
te, la principal fuente de enzimas pectinolíticas de uso industrial provienen
del moho Aspergillus niger ya que produce una gran cantidad de estas en-
zimas, además de ser un microorganismo GRAS (Generally Recognised As
Safe). Los preparados comerciales de origen fúngico (filamentoso) son de he-
cho caldos líticos que contienen una mezcla compleja de diferentes tipos de
actividades pectinolíticas incluyendo endo y exo-poligalacturonasas, pectin-
liasas (PL) y pectinesterasas (PE). Además, otras enzimas con actividades
no pectinolíticas también suelen estar presentes (amilasas, arabinofurano-
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sidasas) (Blanco, Sieiro, & Villa, 1999). La actividad pectinesterasa (PE)
facilita la actividad endopoligalacturonasa al liberar grupos metilos de la
cadena péctica. Sin embargo, de acuerdo con algunos estudios, el uso de com-
plejos enzimáticos con actividad PE en la clarificación de zumos promueve
no sólo la hidrólisis, sino también la desesterificación y volatilización de es-
teres relacionados con el sabor y aroma, lo que consecuentemente produce
alteraciones en el flavour del zumo de frutas (Alaña, Alkorta, Domínguez,
Llama, & Serra, 1990) . Además, la PE promueve la reducción de la estabi-
lidad del zumo por la precipitación de derivados de pectina desesterificada
con iones de calcio que se encuentran en el zumo y la liberación de metanol
(Alaña et al., 1989).

En este sentido, las enzimas poligalacturonasas provenientes de levaduras
tienen algunas ventajas sobre las provenientes de hongos filamentosos y pue-
den resultar una buena alternativa a los complejos enzimáticos comerciales
(Blanco et al., 1999). Una de las ventajas es que las cepas de levadura, por
lo general, sólo son capaces de producir un tipo de enzima pectolítica y no
presentan actividad pectinesterasa. Además, son microorganismos GRAS y
las enzimas pectinolíticas pueden ser producidas sin costo como subproduc-
tos durante la producción de proteína unicelular. Sin embargo, todavía no
existen muchas aplicaciones prácticas de enzimas pectolíticas provenientes
de levaduras (Blanco et al., 1999). Esto se debe a que la hidrólisis total
de algunos sustratos suele requerir la acción sistemática de distintos enzi-
mas. A pesar de esto, los sistemas pectolíticos provenientes de levaduras
podrían ser muy apropiados para propósitos industriales como mezclas en-
zimáticas estandarizadas, ofreciendo la ventaja adicional que estas mezclas
podrían ser preparadas con diferentes proporciones de cada tipo de enzima
(endo-PG, exo-PG y PL)(Blanco et al., 1999).

Utilización de levaduras con elevada actividad pectinolítica.

En una tesis doctoral realizada en el laboratorio de Biología Molecular del
Instituto de Ingeniería de Alimentos para el Desarrollo de la UPV se han
obtenido levaduras con elevada actividad pectinolítica por medio de modi-
ficaciones genéticas introducidas por la técnica de evolución genómica por
diseño molecular. El concepto de evolución genómica por diseño molecular
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desarrollado en la tesis doctoral de Sani (2013), se basa en imitar a la propia
naturaleza en su constante evolución, pero acelerando y dirigiendo el pro-
ceso evolutivo con el objeto de seleccionar en un corto periodo de tiempo
aquellos cambios genéticos que específicamente hayan sido diseñado a escala
molecular.

Las levaduras no son una entidad invariable en el tiempo, al contrario, como
todos los organismos vivos evolucionan a lo largo de las sucesivas generacio-
nes. Mediante esta nueva metodología, se consigue acelerar el proceso evo-
lutivo, pues las modificaciones genéticas introducidas podrían haber tenido
lugar espontáneamente en el entorno natural de la levadura como consecuen-
cia de procesos de recombinación, duplicación o eliminación de elementos
genéticos a lo largo de su ciclo reproductivo.

Sani (2013) explica que mediante la metodología desarrollada, se puede ob-
tener y rescatar la reordenación genómica deseada de manera relativamente
rápida y de forma muy específica. Además, el resultado sobre el genoma de
la cepa evolucionada resulta lo que inglés se denomina “seamless”, o lo que
es lo mismo, sin costuras, lo que significa que al no dejar ningún nucleótido
o secuencia de nucleótidos que no estuviera ya presente en el genoma de la
propia cepa de levadura, no deja ninguna huella detectable (a no ser que se
conozca exactamente qué reorganización cromosómica se diseñó) y hace que
la nueva cepa de levadura sea prácticamente indistinguible de la parental
excepto por el nuevo fenotipo que presente o por la característica que se
haya modificado. Esta nueva metodología se diferencia de las tradicionales
denominadas como “self-cloning” en cuanto que aprovecha la capacidad de
recombinación homóloga de las levaduras del género Saccharomyces y, ade-
más, no sólo incorpora material genético procedente de la misma especie,
sino que dicho material genético proviene de la propia cepa de levadura a
evolucionar. Además, se evita el empleo de vectores de clonación y de genes
de resistencia heterólogos, homeólogos o conteniendo mutaciones, obtenien-
do un doble efecto positivo: 1- la ausencia de cambios en la secuencia intro-
ducida por efecto de las manipulaciones propias de las técnicas de clonaje,
tales como la introducción de lugares de corte para enzimas de restricción;
2- se evita el paso del material genético por otros sistemas celulares, como
por ejemplo Escherichia coli, y la necesidad de obtener mutantes de las
cepas industriales o de los genes a utilizar como marcadores de selección.
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Teniendo en cuenta las ventajas que la utilización de extractos enzimáticos
provenientes de levaduras tendrían sobre los extractos provenientes de hon-
gos filamentosos, se plantea evaluar la actividad endopoligalacturonasa de
extractos de levaduras modificadas genéticamente para luego ser aplicados
en el tratamiento de despectinización del triturado de arándanos. El hecho
de que el tratamiento enzimático de despectinización se podría realizar a
temperatura ambiente y que el extracto no contiene actividad enzimáticas
colaterales o residuales, supondría una mejora del proceso y un producto
final con un mayor contenido en compuestos bioactivos.

Aplicación de altas presiones de homogeneización.

Una operación que resulta interesante incorporar al diagrama de flujo del
proceso de elaboración de zumo de arándanos es un tratamiento de homoge-
neización a altas presiones a 100-150MPa. Esta operación, que actualmente
está cobrando importancia en las operaciones de procesado de productos
líquidos, permitiría no sólo estabilizar el zumo de arándanos desde el punto
de vista fisicoquímico sino también desde el punto de vista microbiológico.
Fisicoquímicamente, un tratamiento de homogeneización permite disminuir
el tamaño de las partículas suspendidas y por lo tanto estabilizar la nube
del zumo, de esta manera no sólo se logra mejorar el aspecto visual sino
también el sabor y el contenido en compuestos bioactivos suspendidos en la
nube y/o solubilizados en la fase líquida. Desde el punto de vista microbio-
lógico, la homogeneización permite realizar, en determinadas condiciones,
un tratamiento de pasteurización no térmico, asegurando la reducción del
contenido microbiológico y aumentando la vida útil del zumo.

Si bien existe un desarrollo científico entorno a la utilización de altas presio-
nes desde finales del siglo XIX, la tecnología necesaria para el tratamiento
a altas presiones en la industria de alimentos es de reciente implementa-
ción. Rivalain, Roquain, and Demazeau (2010) exponen que los tratamien-
tos de altas presiones para inactivar microorganismos como Escherichia
coli y Staphylococcus aureus fueron estudiados por primera vez por Roger
(1895). Hite, Giddings, and Weakley (1914) aplicaron tratamientos de alta
presión hidrostática para la inactivación de algunos microorganismos para
conservar frutas y vegetales. Entre los años 1932 y 1956, James and Jac-
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ques Basset, en colaboración con otros (Basset & M. Macheboeuf, 1932;
M. A. Macheboeuf & Basset, 1934; Basset, Lepine, & Chaumont, 1956) es-
tudiaron el efecto de tratamientos de alta presión para inactivar diferentes
microorganismos en el procesado de alimentos y con aplicaciones biológi-
cas. Desde los últimos cincuenta años, un aumento en el interés por parte
de los investigadores en estudios biológicos a altas presiones ha permitido la
introducción de un gran número de aplicaciones relacionadas con la indus-
tria de alimentos. En las décadas de los sesenta y setenta, la investigación
estaba centrada en los efectos de la presión de homogeneización sobre los
microorganismos encontrados en leche cruda (Timson & Short, 1965), en la
esterilización de alimentos de baja acidez utilizando presión y pasteuriza-
ción térmica (Wilson, 1974) y en la utilización de la presión en productos
con un almacenamiento extendido en refrigeración (Charm, Longmaid III,
& Carver, 1977). Durante los ochenta, la investigación relacionada con los
tratamientos de altas presiones en alimentos se desarrolló hacia el efecto so-
bre las enzimas (Morild, 1981), proteínas y otras biomoléculas (Heremans,
1982), en los efectos biológicos de las altas presiones hidrostáticas sobre los
microorganismos (Hoover, Metrick, Papineau, Farkas, & Knorr, 1989) y en
la aplicación de altas presiones de homogeneización para la conservación de
alimentos (Popper & Knorr, 1990).

Grandes esfuerzos se realizaron en Japón para establecer nuevas líneas de
procesado (Hayashi, 1989, 1990; Horie, Kimura, Ida, Yosida, & Ohki, 1991;
Ogawa, Fukuhisa, Kubo, & Fukumoto, 1990; Tanaka & Hatanaka, 1992) y
el primer producto estabilizado por altas presiones se colocó en el merca-
do japonés en el año 1993. Durante los últimos 15 años, la tecnología de
procesado a altas presiones se ha expandido constantemente. Actualmente
existen una variedad importante de productos, comercializados en distintos
países, estabilizados por altas presiones: zumos de frutas, mermeladas, tofu,
jamones, mariscos y biopolímeros (proteínas y almidones) (Rivalain et al.,
2010).

Es posible clasificar las aplicaciones de los tratamientos de altas presiones
en la industria de los alimentos en tres grandes áreas:

1. Inactivación de microorganismos
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2. Inactivación enzimática

3. Aplicaciones sobre componentes bioactivos y funcionales

Los tratamientos con presiones hidrodinámicas se caracterizan por el desa-
rrollo de altas presiones durante un período de tiempo muy corto, se aplica
a líquidos y generalmente, como efecto secundario, están asociados a un in-
cremento de la temperatura. Dependiendo del nivel de presiones aplicado,
la tecnología se denomina: homogeneización (20-60MPa) o homogeneiza-
ción a altas presiones (HPH) (150-400MPa). Básicamente, el equipamiento
de HPH consiste en una bomba de desplazamiento positivo y una válvula
de homogeneización. El líquido es presurizado en una unidad denominada
“intensificador de presión” y luego es forzado a pasar a través del espacio
libre entre el asiento y el cabezal de la válvula. Durante la homogeneización,
la caída de presión que se produce a la entrada de la válvula y en el interior
de la válvula origina intensas fuerzas mecánicas y de estrés de elongación en
el flujo laminar. A la salida se produce una intensa turbulencia, cavitación e
impactos con el cuerpo de la válvula. Durante el flujo del líquido por el ho-
mogeneizador ocurre un fenómeno de calentamiento en un corto período de
tiempo. En primer lugar, la temperatura del fluido se incrementa 2-3oC cada
100MPa de presión aplicada en el intensificador de presión. Luego, cuando
el fluido presurizado es forzado a través de la válvula de homogeneización,
su velocidad aumenta debido a la disminución del diámetro del conducto y
se produce una caída de presión. La temperatura del fluido medida justo a
la salida de la válvula se incrementa linealmente con el aumento de la pre-
sión de homogeneización por un factor de 14-18oC cada 100MPa, debido al
esfuerzo de cizalla y a la conversión parcial de energía mecánica en energía
térmica. En total, se ha observado un incremento de temperatura entre 17-
21oC cada 100MPa en el procesado de leche entera o emulsiones agua/aceite
siendo la temperatura incial entre 4-24oC (Cortés-Muñoz, Chevalier-Lucia,
& Dumay, 2009; Picart et al., 2006; Thiebaud, Dumay, Picart, Guiraud, &
Cheftel, 2003).

HPH es una operación que se aplica a líquidos en régimen continuo. Los prin-
cipales parámetros que determinan la eficiencia de la operación son el nú-
mero de pases a través de la válvula, la temperatura y el diseño de la válvula
de homogeneización (Moore, Hoare, & Dunnill, 1990; Stang, Schuchmann,
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& Schubert, 2001), mientras que la escala de la operación no parece influir
en el grado de homogeneización alcanzado (Siddiqi, Titchener-Hooker, &
Shamlou, 1997).

Los microorganismos pueden ser considerados como partículas que pueden
ser fragmentadas por efectos de cizalla en combinación con aumentos inme-
diatos de la temperatura (Dumay et al., 2013). En efecto, fenómenos de altas
presiones, gradientes de velocidad, esfuerzos de cizalla, turbulencia, choques
y cavitación que ocurren en la válvula de homogeneización pueden inducir
una ruptura mecánica o, por lo menos, una alteración de las membranas
celulares (Middelberg, 1995; Gogate & Pandit, 2008; Kleinig & Middelberg,
1998). La eficiencia del tratamiento de homogeneización a altas presiones
para inactivar microorganismos se incrementa al incrementarse el nivel de
presión aplicado, al aumentar la recirculación a través del homogeneizador
y al aumentar la temperatura de entrada del fluido (Thiebaud et al., 2003;
Picart et al., 2006; Donsi, Ferrari, Lenza, & Maresca, 2009; Maresca, Don-
sì, & Ferrari, 2011). La matriz alimenticia (fracción acuosa y lipídica, pH
y viscosidad) y el tipo de microorganismo (bacterias Gram-positivas po-
seen una mayor resistencia) también influyen en el grado de inactivación
logrado por la HPH. La inactivación enzimática puede ocurrir debido a la
desnaturalización y agregación de las proteínas (Dumay et al., 2013). La
combinación de fuerzas mecánicas, las variaciones de presión, los gradientes
de alta velocidad, los esfuerzos cortantes y los calentamientos instantáneos
inducen cambios estructurales en las proteínas a presiones por encima de
200MPa (Dumay et al., 2013). Desde el punto de vista de los compuestos
funcionales, las estructuras especificas producidas por la HPH (emulsiones
submicrónicas, ensambles modificados de fosfocaseínas), son potencialmen-
te apropiadas para entrampar y proteger componentes bioactivos que son
poco hidrosolubles de condiciones medioambientales desfavorables desde el
procesado hasta el consumo y la digestión (Dumay et al., 2013).

Los cambios producidos por los tratamientos de altas presiones en los com-
puestos bioactivos presentes en los alimentos afectan la calidad funcional,
biodisponibilidad o la estabilidad de estos compuestos. En este sentido, el
estudio de la influencia de las variables de proceso en la estabilidad de los
compuestos bioactivos, así como también la influencia en la capacidad an-
tioxidante y en los parámetros fisicoquímicos de los zumos, es un factor
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fundamental para definir las condiciones de tratamiento y evitar pérdidas
de importantes propiedades funcionales y así obtener bebidas con mayo-
res beneficios para la salud de los consumidores (Barba, Esteve, & Frigola,
2013). Grandes esfuerzos se están realizando para determinar los efectos de
los tratamientos con presiones en los compuestos bioactivos de zumos de
frutas y vegetales. El número de artículos de investigación relacionados con
estos aspectos se está incrementando continuamente. Principalmente, estos
artículos están enfocados en tres aspectos principales:

El efecto del procesado a altas presiones sobre los compuestos bioac-
tivos de zumos comparados con zumos frescos, zumos tratados térmi-
camente y zumos tratados por otras técnicas (por ejemplo, campos
eléctricos pulsantes (PEF)).

El efecto del procesado a altas presiones sobre los compuestos bioac-
tivos de zumos y su estabilidad durante el almacenamiento.

El efecto del procesado a altas presiones sobre los compuestos bioac-
tivos de zumos y su biodisponibilidad in vitro e in vivo.

El efecto de la presión en compuestos bioactivos ha sido estudiada en dis-
tintos zumos, principalmente en zumos de arándano, tomate, zanahoria y
cítricos. Los principales compuestos bioactivos estudiados en los artículos
de investigación son las antocianinas, vitamina C, α-caroteno, β-caroteno,
licopeno y flavonoides. En la mayoría de los casos es evaluada la capacidad
antioxidante, así como también la viscosidad, pulpa suspendida, turbidez,
tamaño de partícula, color, entre otras propiedades. La capacidad antioxi-
dante determinada después del tratamiento de altas presiones, en la mayoría
de los casos, no difiere de manera estadísticamente significativa cuando se
la compara con la capacidad antioxidante de zumos frescos. En cambio, las
diferencias sí son significativas cuando se comparan zumos tratados a altas
presiones y zumos tratados térmicamente, estos últimos siempre tienen una
capacidad antioxidante menor que los primeros. La misma tendencia se ob-
serva cuando se analizan los compuestos bioactivos: los zumos tratados a
altas presiones tienen valores más altos de componentes bioactivos que los
tratados térmicamente y, en algunos casos, se observan inclusive valores más
altos que en los zumos frescos. La evaluación de la influencia de las variables
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de proceso en las estabilidad de los compuestos biactivos, así como de la ca-
pacidad antioxidante, es fundamental para obtener bebidas con propiedades
funcionales. Por otro lado, para lograr la aceptación del producto por par-
te de los consumidores es necesario valorar parámetros fisicoquímicos. De
acuerdo con los resultados obtenidos por distintos autores, es posible afir-
mar que los tratamientos de altas presiones afectan positivamente el color de
los zumos, adquiriendo una apariencia más luminosa que los zumos frescos.
De la misma manera, la reducción del tamaño de las partículas suspendidas
con el aumento de la presión de homogenización, mejora la estabilidad de
la nube del zumo, una característica de calidad muy importante en zumos
cítricos.

1.3 Los alimentos funcionales naturales. Desarrollo
tecnológico por impregnación a vacío.

El mercado de ingredientes y alimentos funcionales ha experimentado un im-
portante crecimiento en los últimos años debido a una mayor sensibilización
de los consumidores y a la promoción de un estilo de vida y de alimenta-
ción más saludable (Day, Seymour, Pitts, Konczak, & Lundin, 2009). En
la actualidad, los desafíos científico-tecnológicos están orientados a asegu-
rar que los ingredientes funcionales no se degraden y permanezcan activos
y biodisponibles después del procesado, almacenamiento y durante el con-
sumo. Además, los alimentos pueden ser utilizados como vehículos para
liberar compuestos bioactivos y micronutrientes en los niveles adecuados y
proporcionar beneficios para la salud e incrementar el bienestar.

El incremento de la demanda de alimentos saludables y nutritivos por par-
te de los consumidores no sólo está relacionado con un contenido calórico
balanceado, sino también con propiedades saludables adicionales como por
ejemplo, las que aportan los alimentos funcionales (Bech-Larsen & Schol-
derer, 2007; Hasler, 2002). Esta tendencia está promovida y apoyada por
gobiernos y consumidores de todo el mundo (Arai, 2002; Lajolo, 2002; Mil-
ner, 2002; Roberfroid, 2002) y está generalmente aceptado que los alimentos
saludables de alta calidad deben ser desarrollados a través de programas de
investigación innovativos y multidisciplinarios.
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Una definición, comúnmente aceptada por distintas organizaciones, de ali-
mento funcional es: “alimento o ingrediente alimenticio que proporciona un
beneficio fisiológico adicional más allá de su nutrición básica” (Internatio-
nal Food Information Council, 2006; International Life Sciences Institute,
1999).

Desde el punto de vista industrial, el formato más popular de productos
funcionales son las bebidas pertenecientes al grupo de los lácteos o de los
zumos de frutas, y alimentos formulados y reestructurados. Estos alimentos
no cuentan con una estructura propia y, en general, son relativamente fáciles
de formular y elaborar en comparación con alimentos sólidos blandos, que
pueden tener una formulación más complicada, con varios ingredientes y
donde la estabilidad de la estructura, la textura y el sabor son de mayor
importancia para la aceptación del consumidor y la biodisponibilidad de los
micronutrientes (Parada & Aguilera, 2007). En el desarrollo de alimentos
funcionales, la vía de la fortificación por medio de la adición de componentes
bioactivos ha resultado en un gran número de desafíos tecnológicos asociados
con la elección de las operaciones unitarias que no sólo permitan preservar
la actividad biológica sino también los atributos sensoriales y de calidad
(Day et al., 2009).

La forma más simple de alimento funcional está representado por las frutas
y verduras ya que estos dos grupos de alimentos son ricos en compuestos
antioxidantes, como polifenoles y carotenoides, que protegen a las células del
organismo de daños oxidativos y reducen los riesgos de desarrollar ciertos
tipos de cáncer (Day et al., 2009).

Estudios epidemiológicos sugieren que el consumo regular de frutas y vege-
tales puede reducir el riesgo de desarrollar enfermedades crónicas (Dragsted,
Strube, & Larsen, 1993; Doll, 1990; Block, Patterson, & Subar, 1992; Joshi-
pura et al., 2001; Rimm et al., 1996). Estos beneficios están principalmente
relacionados con el contenido en compuestos antioxidantes y fibra dietética
(Bravo, Abia, & Saura-Calixto, 1994; K. W. Lee, Kim, Kim, Lee, & Lee,
2003; Middleton, Kandaswami, & Theoharides, 2000; Pelucchi et al., 2004;
Seeram et al., 2005; Williamson, Day, Plumb, & Couteau, 2000). La Orga-
nización Mundial de la Salud (OMS) recomienda consumir 400g o 5 raciones
de frutas y hortalizas al día (OMS & FAO, 2003). Sin embargo, una gran
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parte de la población no cumple con estas recomendaciones, debido funda-
mentalmente al cambio en el estilo de vida y los hábitos alimenticios. La
estructura tradicional de tres comidas al día, en horarios y lugares determi-
nados se ha ido remplazando por un patrón más individualizado de consumo
de alimentos (Bisogni et al., 2007; Jastran, Bisogni, Sobal, Blake, & Devine,
2009). Esta irregularidad en el consumo de alimentos a veces resulta en lar-
gos intervalos de tiempo entre las comidas principales. En estos intervalos,
el cuerpo humano requiere un suministro constante de energía (Bilman, van
Trijp, & Renes, 2010), que se cubre, fundamentalmente, mediante la inges-
ta de aperitivos. Estudios recientes indican que los aperitivos contribuyen
aproximadamente en un 40% a la ingesta diaria de energía (Bell, Kremer,
Magarey, & Swinburn, 2005; Rangan, Randall, Hector, Gill, & Webb, 2008,
2009). El término “snacking” se utiliza para referirse al consumo de alimen-
tos y bebidas entre las tres comidas principales del día (De Graaf, 2006;
Savige, MacFarlane, Ball, Worsley, & Crawford, 2007).

La mayor parte de los aperitivos que se consumen son productos extrusio-
nados u horneados que se fabrican a partir de cereales o tubérculos, con
elevado contenido en almidón, a los que se añade una elevada cantidad de
azúcar o sal. Como resultado se obtienen productos de bajo valor nutritivo
y alto contenido calórico, que pueden contribuir a aumentar los desequili-
brios nutricionales. Además, la tecnología de extrusión implica un proceso
de cocción a tiempos cortos, altas temperaturas y altos esfuerzos cortantes
para formar una nueva estructura a partir de ingredientes en polvo, secos
o semi-secos. Como consecuencia de las elevadas condiciones de presión y
temperatura pueden ocurrir un gran número de reacciones, entre ellas reac-
ciones de Maillard, de desnaturalización de proteínas y de degradación de
componentes activos como vitaminas o componentes con actividad antioxi-
dante (J. Smith & Hardacre, 2011). La creación de nuevas estructuras que
protejan los componentes activos y la aplicación de nuevas técnicas de pro-
cesado que aseguren una mayor calidad nutricional de los productos finales
constituye un reto en la actualidad. Diferentes estudios establecen el con-
sumo de aperitivos con bajo contenido en nutrientes y alto contenido en
energía, como una de las principales causas del sobrepeso, la obesidad y las
alteraciones metabólicas a nivel mundial (Mirmiran, Bahadoran, Delshad,
& Azizi, 2014).
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En este contexto, gobiernos de diferentes países están poniendo en marcha
programas de alimentación saludable, dirigidos en muchos casos a la pobla-
ción infantil o en edad escolar (Beets et al., 2013; Muthayya et al., 2007). En
2004, en el marco del 4o Simposio Internacional de Frutas y Vegetales se creó
la alianza IFAVA (International Fruit and Vegetable Alliance) con el objeti-
vo de facilitar la difusión de buenas prácticas, investigación y recursos para
dar soporte a los programas nacionales y regionales de consumo de frutas. A
nivel científico se están haciendo multitud de esfuerzos por elaborar aperiti-
vos saludables o funcionales. En este sentido se pretende incorporar frutas,
hortalizas y/o legumbres como ingredientes, reducir el contenido de sal y/o
azúcar, y reducir el efecto desfavorable de las tecnologías utilizadas sobre
los componentes funcionales. Maurer, Fukuda, and Nielsen (2005) desarro-
llaron un snack que incluía puré de habas en la cantidad necesaria para que
fuese nutricionalmente equilibrado. Ryland, Vaisey-Genser, Arntfield, and
Malcolmson (2010) comprobaron que la sustitución de copos de avena por
copos de lentejas permitía obtener barritas para su consumo como snack,
con un mayor contenido en fibra, proteínas, hierro y folato, aceptadas por el
consumidor. Qiao, Huang, and Xia (2012) establecieron la proporción más
adecuada de boniato morado y lichi para obtener un snack saludable con
elevado contenido de componentes fenólicos. Potter, Stojceska, and Plun-
kett (2013), determinaron la factibilidad tecnológica de la incorporación de
un 11% de polvo de manzana, plátano, fresa o mandarina en la formula-
ción de un snack saludable obtenido por extrusión y dirigido a la población
infantil. El producto obtenido con bajo contenido en grasa y azúcar y un
adecuado contenido en fibra obtuvo una buena aceptación.

Algunas frutas como, por ejemplo, los arándanos y las manzanas, son ricas
en componentes activos. Además de los compuestos bioactivos, cabe des-
tacar, el rol positivo de la fibra dietaria en la salud, particularmente en
la salud digestiva, el balance energético, cáncer, diabetes, lo que justifica
la creciente demanda de fibra dietaria en la alimentación diaria (Alexiou
& Franck, 2008; Elia & Cummings, 2007; Lunn & Buttriss, 2007; Prosky,
1999; M. B. Schulze et al., 2004; Scott, Duncan, & Flint, 2008; Slavin &
Green, 2007).

Los arándanos tienen un alto contenido en fitoquímicos, son ricos en an-
tioxidantes (flavonoides, antocianinas), vitamina C, B, E y A. Tienen un
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alto contenido en selenio, zinc, hierro, manganeso, β-caroteno, luteina y
zeaxantina (Nile & Park, 2014). A los arándanos se les atribuyen propieda-
des anticancerígenas, antiinflamatorias, antidiabéticas. Además previenen la
pérdida de peso y la degeneración macular, ayudan a prevenir el Alzheimer,
revierten los signos del envejecimiento, protegen y aumentan la circulación
y reducen el colesterol (Faria et al., 2005; Yi, Fischer, Krewer, & Akoh,
2005). Además, las antocianinas han sido asociadas con un incremento en
la señalización neuronal en los centros cerebrales y con mejoras en la me-
moria, beneficios que pueden mitigar la neurodegeneración (Krikorian et
al., 2010). En estudios realizados por Kalt and Dufour (1997), Jepson and
Craig (2007), Howell et al. (2005) se ha demostrado la efectividad de los
arándanos en el tratamiento de desórdenes del tracto urinario.

Además, en la investigación de Whyte and Williams (2011) se propone que
en niños de 8-9 años, el consumo de una bebida rica en flavonoides de
arándanos podría tener efectos beneficiosos sobre la memoria y respuesta
cognitiva de estos niños.

Wilms, Hollman, Boots, and Kleinjans (2005) ha observado que una mezcla
rica en flavonoides de zumo de manzana y arándanos puede proteger los
lifoncitos contra la inducción ex vivo de daños en el DNA. Según los autores,
esta mezcla es rica en quercetina. La combinación de sus estudios in vitro y
ex vivo proporcionan evidencias de que la quercetina es capaz de proteger
a los linfocitos humanos frente a daños químicamente inducidos en el DNA,
lo que puede ser la base de sus sugeridas propiedades anticancerígenas.

A L Molan, Lila, and Ravindran (2010) estudiaron el efecto prebiótico de
distintos genotipos de arándanos y observaron que los arándanos promueven
el crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos (deseables) y disminuye el
crecimiento de bacteroides y clostridios en ratas.

Por otro lado, las manzanas siempre forman parte de una dieta saludable
debido a su alto contenido en fibra dietaria (Sun-Waterhouse, Farr, Wi-
bisono, & Saleh, 2008; Sun-Waterhouse, Melton, O’Connor, Kilmartin, &
Smith, 2008; Sun-Waterhouse, B. G. Smith, O’Connor, & Melton, 2008) y
la presencia de polifenoles beneficiosos para la salud como las proantocia-
nidinas, catequinas, epicatequinas, ácido clorogénico y quercetina (Amiot,
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Fleuriet, Cheynier, & Nicolas, 1997; Gardner, White, McPhail, & Duthie,
2000; K. W. Lee et al., 2003; McGhie, Hunt, & Barnett, 2005). Polifeno-
les provenientes de manzanas han exhibido propiedades antiinlfamatorias y
anticancerígenas y la propiedad de prevenir distintas enfermedades crónicas
(Boyer & Liu, 2004; McCann et al., 2007).

Los probióticos se definen como microorganismos vivos que utilizados como
ingredientes alimentarios pueden tener un efecto beneficioso sobre la salud
(Salminen, Ouwehand, Benno, & Lee, 1999). Multitud de estudios sugieren
que el consumo de probióticos en cantidades comprendidas entre 9 y 11 Log
UFC/día disminuye la incidencia, duración e intensidad de las infecciones
gastrointestinales (Sanders, 1999). Estudios in vitro han demostrado que
diferentes cepas de microorganismos con efecto probiótico (L. salivarius,
L. johnsonii) pueden inhibir el crecimiento de H. pylori (Aiba, Suzuki,
Kabir, Takagi, & Koga, 1998; Michetti et al., 1999). Helicobacter pylori es
un agente etiológico de la gastritis crónica y de la úlcera gastroduodenal,
y constituye un factor de riesgo para la aparición de linfoma gástrico o
adenocarcinoma, lo cual aumenta, a medida que persiste la infección. En
España la prevalencia media en niños en población escolar está en torno al
22%, con tasas similares al resto de los países europeos (Leandro Liberato
et al., 2005). En Argentina, la prevalencia de H. pylori en niños es del
25.1% (Santos et al., 2009) y la prevalencia global en niños y adultos es del
35.7% (Olmos, Ríos, Higa, & Group, 2000). En niños, se ha comprobado
que la infección por H. pylori induce en la membrana de la mucosa gástrica
una respuesta inflamatoria intensa que incluye un aumento en la expresión
de citoquinas proinflamatorias, entre las más relevantes cabe destacar la
interleukina 1β y en el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), los cuales
aumentan el riesgo de cáncer gástrico (Leung et al., 2006). Por ello, se
han efectuado recomendaciones para su erradicación en poblaciones con
riesgo elevado de padecer cáncer gástrico (Hunt & Thomson, 1998). En los
niños se debe considerar su erradicación en pacientes afectos de gastritis
o úlcera, pero sin embargo no se recomienda el tratamiento erradicador
en niños asintomáticos colonizados, entre otras razones por la facilidad en
la aparición de resistencias de este germen, y la elevada tasa de recaídas
después del tratamiento (Gold et al., 2000).
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Además, extractos provenientes de arándano rojo, azul y uvas han inhibido
la adhesión de H. pylori a la mucosa gástrica, sin embargo, existen muy
pocos trabajos de investigación publicados de la actividad de estas frutas
(enteras) contra H. pylori (Cavanagh, Hipwell, & Wilkinson, 2003; Burger
et al., 2000; Daroch et al., 2001).

La técnica de Impregnación a Vacío (IV) es una operación de transferencia
de materia entre un medio líquido y un sustrato sólido con estructura poro-
sa, como puede ser una fruta u hortaliza fresca. La creación de gradientes
de presión en el sistema constituido por el sólido sumergido en el seno del
líquido provoca la salida de gas y una importante entrada de líquido en el in-
terior de la estructura porosa (Fito, 1994). De esta forma es posible eliminar
el oxígeno ocluido en los poros, e incorporar solutos de forma controlada en
la estructura matricial del alimento poroso modificando convenientemente
su composición original sin prácticamente afectar a su estructura. Como no
requiere de la utilización de altas temperaturas se minimiza el daño a los
tejidos y se preserva el color, el sabor y los aromas y componentes activos
naturales (E. Betoret, Sentandreu, et al., 2012). La posibilidad de incluir
en la estructura matricial de un alimento poroso componentes de interés ha
establecido la impregnación a vacío como una técnica eficaz para el diseño
de nuevos productos nutricionalmente equilibrados, saludables y/o funcio-
nales (Fito et al., 2001). El hecho de que los componentes incorporados se
queden incluidos en la matriz estructural del alimento natural supone una
importante protección de los mismos frente a las reacciones de deterioro (E.
Betoret, Betoret, Vidal, & Fito, 2011) y ayudan a modular la liberación de
los mismos pudiendo influir sobre su asimilación (Ribeiro et al., 2006).

Ahora bien, los productos obtenidos tras la aplicación de la operación de
impregnación a vacío son productos de humedad muy alta y altamente pe-
recederos que deben ser sometidos a otras operaciones con la finalidad de
aumentar su estabilidad. En este sentido, la combinación de la técnica de
impregnación a vacío con una operación de deshidratación, tal como el seca-
do por aire caliente o la liofilización, resulta favorable para la obtención de
aperitivos de frutas saludables y con una funcionalidad específica. Este tipo
de aperitivos se caracterizan por un bajo contenido calórico, alto contenido
en fibra y enriquecidos en componentes como minerales, vitaminas, ácidos
grasos omega-3, probióticos y/o componentes con actividad antioxidante,
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que si bien podrían contribuir a equilibrar la dieta de cualquier grupo de
población y en especial de la población infantil, adecuadamente formulados
podrían también destinarse a grupos de población con requerimientos espe-
cíficos. Por otra parte, existen estudios que demuestran que la eficacia de
algunos componentes activos como los minerales, vitaminas o compuestos
antioxidantes es mayor cuando forman parte de un alimento natural que
cuando se incluyen en pastillas o cápsulas (Carbonneau et al., 1997; Tho-
mas, McLean, Parker, & Ohlweiler, 1992; Elattar & Virji, 1999). Esto puede
ser debido a las diferentes actividades de los distintos compuestos activos
en los alimentos y sus posibles relaciones sinérgicas que pueden contribuir
a una mayor efectividad (Roberts & Gordon, 2003; Shetty & Wahlqvist,
2004). En este sentido, se ha estudiado la posibilidad de llevar a cabo la
impregnación a vacío utilizando zumos naturales de frutas de elevado valor
nutricional sobre frutas que aporten elementos complementarios.
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Objetivos y Plan de trabajo

2.1 Justificación e interés de la tesis doctoral.

La economía argentina, basada en un modelo agroganadero, demanda al-
ternativas de industrialización, especialmente en el sector relativamente re-
ciente, de los arándanos. Si bien, la actividad en el sector de la producción
de arándanos aumenta exponencialmente año tras año no se ha encontrado
hasta el momento una respuesta de industrialización viable para los exce-
dentes de producción, debido fundamentalmente a la falta de investigación
científica y tecnológica. De forma paralela, la industria de alimentos fun-
cionales ha experimentado una auténtica revolución científico-técnica. Ha
aparecido en el mercado una gran cantidad de nuevos productos (Sloan,
2012), se han desarrollado nuevos procesos de producción (Fito et al., 2001;
Gras, Vidal-Brotóns, Betoret, Chiralt, & Fito, 2002; Noelia Betoret et al.,
2003; Steinhart, 2006), se han realizado estudios sobre la actitud y prefe-
rencias de los consumidores (Verbeke, 2006), se ha desarrollado el marco
legal (Coppens, Da Silva, & Pettman, 2006) y se han realizado numerosos
estudios sobre la relación entre el consumo de determinados componen-
tes y la incidencia de enfermedades crónicas como el cáncer (So, Guthrie,
Chambers, Moussa, & Carroll, 1996; Yang et al., 1997; Tanaka et al., 1997;
Miyagi, Om, Chee, & Bennink, 2000). Además, en los últimos años se ha
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incrementado el interés por los alimentos funcionales naturales a los que
se les ha aumentado el contenido de compuestos que ya estaban presentes
en la composición natural del mismo (Spence, 2006). A este respecto han
adquirido una gran importancia los compuestos fenólicos presentes en las
frutas y hortalizas. De forma específica, los zumos de arándanos contienen
una gran variedad de componentes que exhiben actividad antirradical, tales
como el ácido ascórbico (Johnston & Bowling, 2002), los flavonoides (Sen-
dra, Navarro, & Izquierdo, 1988), los carotenoides (Goodner, Rouseff, &
Hofsommer, 2001), las antocianinas (sólo en zumos de variedades pigmen-
tadas) (Rapisarda, Fanella, & Maccarone, 2000), y los derivados del ácido
cinámico (Robards & Antolovich, 1995) entre otros. El equipo investiga-
dor del Laboratorio de Alimentos Funcionales del Instituto de Ingeniería
de Alimentos para el Desarrollo de la Universitat Politècnica de València
ha desarrollado un procedimiento que permite incluir cualquier componente
con actividad fisiológica (minerales, vitaminas, microorganismos probióti-
cos, compuestos con actividad antioxidante) en el interior de una fruta u
hortaliza. El procedimiento es objeto de la patente P99 02730-5 titulada
“Procedimiento de impregnación de alimentos naturales con productos nu-
tracéuticos y dispositivo para su puesta en práctica”. Este procedimiento
se fundamenta en la posibilidad de utilizar la operación de impregnación a
vacío como método para modificar la composición de las frutas y hortalizas
de una forma controlada (Fito et al., 2001) sin la necesidad de aplicar altas
temperaturas, y permitiendo por tanto conservar las propiedades nutritivas
y sensoriales de la fruta fresca inicial. La viabilidad del procedimiento ha
sido comprobada a nivel de laboratorio para una amplia gama de frutas,
hortalizas y componentes con actividad fisiológica y a nivel de planta piloto
para la obtención de hortalizas de cuarta gama enriquecidas en minerales
y de productos de fruta con zumo de mandarina dirigidos a la población
infantil. La presente tesis doctoral es consecuencia de la relación de coope-
ración y colaboración que se mantiene desde hace más de quince años entre
la Universidad Nacional de Entre Ríos (UNER, Argentina) y la Universi-
tat Politècnica de València (UPV, España). En el año 1998 se estableció un
convenio marco entre la Universitat Politècnica de València y diferentes uni-
versidades argentinas, entre ellas la Universidad Nacional de Entre Ríos con
el objetivo fundamental de promover el desarrollo y la difusión de la cultura
y en particular el desarrollo de la enseñanza superior y la investigación cien-
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tífica y tecnológica. En el año 2011, habiendo egresado como Ingeniero de
Alimentos de la Facultad de Ciencias de la Alimentación de la Universidad
Nacional de Entre Ríos, la Unión Europea, dentro del programa Eurotango
- Erasmus Mundus Action II me otorgó una beca predoctoral (2011- 2013),
para la realización del trabajo de tesis en el Instituto de Ingeniería de Ali-
mentos para el Desarrollo de la Universitat Politècnica de València. Como
base para el establecimiento de los objetivos de la tesis doctoral se estableció
el siguiente planteamiento: “Es posible realizar una transferencia de la tec-
nología desarrollada por el equipo de investigación del IU-IAD de la UPV,
que permita aumentar las posibilidades de industrialización del excedente de
producción de arándanos en la Región de Entre Ríos”.

2.2 Objetivos.

En el planteamiento de los objetivos de la presente tesis doctoral se tuvo
en cuenta el análisis DAFO sobre la situación de frutas finas en las regiones
de Tucumán, Entre Ríos y Neuquén, que la Unión Industrial Argentina,
la Agencia Nacional de Promoción Científica y Tecnológica, el Programa
para la federalización de la ciencia, la tecnología y la innovación productiva
y el Ministerio de Ciencia, Tecnología e Innovación Productiva realizaron
en 2009. El análisis permitió establecer un conjunto de debilidades cuya
superación implicaba un desafío científico tecnológico, y de las cuales las
siguientes tres permitieron establecer los objetivos de la tesis doctoral:

Falta de trituradoras, pulpadoras y tamizadoras para alcanzar una
granulogía fina en la elaboración de dulces. En la presente tesis doc-
toral se estudiará la aplicación de una elevada presión de homogenei-
zación como posible solución para reducir el tamaño de partícula del
zumo de arándano. La disminución del tamaño de partícula permitirá
la aplicación de la técnica de impregnación a vacío, haciendo posible
el desarrollo de productos de interés industrial.

Falta de experiencia en I+D en el desarrollo de productos con posi-
bilidades de industrialización. En el mercado de los arándanos, prác-
ticamente el total de la cosecha se destina a exportación en fresco.
En este sentido, la experiencia del sector en desarrollar procesos que
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agreguen valor al fruto fresco es escasa. La presente tesis doctoral es-
tablece como posible solución el desarrollo de productos que agreguen
valor al producto agroalimentario primario mediante el desarrollo de
zumos de alta calidad y productos deshidratados que proporcionarán,
además, un efecto beneficioso sobre la salud.

Escasas experiencias de investigación, y validación tecnológica que po-
sibiliten una mejora de la competitividad del sector. La comprobación
del valor funcional, tanto del zumo como de los productos desarrolla-
dos, mediante determinaciones analíticas, supondrán un paso decisivo
para distinguir el producto regional como un producto único.

A continuación se exponen de forma concreta los objetivos de la presente
tesis doctoral.

2.2.1 Objetivos generales.

1. Mejora del proceso de obtención de zumo de arándano rico en com-
ponentes con actividad fisiológica y apto para ser incorporado a la
estructura matricial de frutas por impregnación a vacío. Se actuará
sobre dos operaciones básicas del proceso de obtención:

a) La operación de despectinización: con el fin de reducir la tem-
peratura a la que se lleva a cabo la operación, se determinará la
factibilidad de despectinizar el zumo mediante levaduras con al-
ta actividad pectinasa seleccionadas por evolución genómica por
diseño molecular.

b) La operación de homogeneización: se determinará el efecto de la
aplicación de una elevada presión de homogeneización sobre la
calidad del producto final.

2. Desarrollo de un alimento natural y funcional de baja humedad y alta
calidad que pueda ser consumido como snack, a partir de frutas y
zumo de arándano con alto contenido en componentes con actividad
fisiológica y/o microorganismos probióticos.
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2.2.2 Objetivos específicos.

1. Determinar las propiedades físico-químicas y funcionales de los zu-
mos de arándano comerciales existentes en el mercado español y en el
argentino.

2. Determinar el efecto de la temperatura y del tiempo de tratamiento
de despectinización con packs enzimáticos comerciales sobre las pro-
piedades físico-químicas y funcionales del zumo de arándano.

3. Evaluación de la actividad pectinasa de cuatro cepas de Saccharomy-
ces bayanus (CECT 1926) seleccionadas por su alta actividad pecti-
nasa.

4. Determinar el efecto del extracto enzimático producido por la cepa con
mayor actividad sobre las propiedades físico-químicas y funcionales del
zumo de arándano.

5. Determinar el efecto de la aplicación de una elevada presión de ho-
mogeneización sobre las propiedades físico-químicas y funcionales del
zumo de arándano despectinizado.

6. Valorar la capacidad de impregnación de rodajas de manzana con
zumo de arándano sin homogeneizar y homogeneizado. Estimación de
la composición del producto impregnado.

7. Determinar el efecto de la temperatura de secado por aire caliente y
de la liofilización sobre las propiedades físico-químicas y funcionales
del producto impregnado.

8. Valorar la capacidad de crecimiento de Lactobacillus salivarius spp.
salivarius en zumo de arándano. Se determinará el efecto del pH.

9. Valorar la capacidad de impregnación de rodajas de manzana con
zumo de arándano con probiótico. Estimación de la composición del
producto impregnado.

10. Determinar el efecto de la temperatura de secado por aire caliente
sobre el contenido en el probiótico y las propiedades físico-químicas y
funcionales del producto impregnado.
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2.3 Plan de trabajo.

1. Revisión bibliográfica

2. Estudio de mercado

3. Caracterización físico-química y funcional de bebidas comerciales ad-
quiridas en el mercado español y argentino. Se determinará:

a) Color

b) Viscosidad

c) Contenido en sólidos solubles

d) pH y acidez

e) Pulpa suspendida y turbidez

f ) Tamaño de partícula

g) Antocianinas totales

h) Fenoles totales

i) Capacidad antioxidante (por los métodos ABTS y DPPH)

j ) Contenido, por HPLC, de las antocianinas específicas de mayor
interés: delfinidina, malvidina y cianidina.

4. Despectinización del zumo obtenido a partir de arándano de calidad
industrial procedente de Concordia (Argentina) con dos packs enzi-
máticos comerciales (Viscozyme L y Rapidase ex color) a las tempe-
raturas de 50 y 60oC. Se realizarán las siguientes actividades:

a) Caracterización de la materia prima: sólidos solubles, pH, acidez,
antocianinas totales, fenoles totales.

b) Trituración de la materia prima y adición de un 0.1% (m/m) del
pack enzimático comercial.

40



2.3 Plan de trabajo.

c) Caracterización del zumo despectinizado a diferentes tiempos:
viscosidad, color, antocianinas poliméricas, antocianinas totales
y fenoles totales

5. Evaluación de la actividad pectinasa de cepas de Saccharomyces ba-
yanus (CECT 1926) y de los transformantes 1926-TP6, 1926-12T y
1926-12T4PO seleccionadas por su alta actividad pectinasa.

a) Revisión bibliográfica de los métodos para determinar actividad
endopoligalacturonasa.

b) Puesta a punto de los métodos seleccionados.

c) Determinación de la actividad endopoligalacturonasa de los ex-
tractos provenientes de la cepa original y de las tres obtenidas
por evolución genómica por diseño molecular.

d) Ensayo de despectinización de zumo de arándanos con el extracto
con mayor actividad endopoligalacturonasa.

6. Despectinización del zumo obtenido a partir de arándano congelado
de calidad industrial procedente de Concordia (Argentina) con la cepa
seleccionada de mayor actividad a temperatura ambiente. Se realiza-
rán las siguientes actividades:

a) Caracterización de la materia prima: sólidos solubles, pH, acidez,
antocianinas totales, fenoles totales y capacidad antioxidante.

b) Trituración de la materia prima y adición del extracto enzimá-
tico con mayor actividad en una concentración equivalente a la
utilizada en el caso del pack enzimático comercial.

c) Caracterización del zumo despectinizado a diferentes tiempos:
viscosidad, color, antocianinas poliméricas, antocianinas totales
y fenoles totales

7. Obtención de zumo de arándano despectinizado y en condiciones ade-
cuadas para ser sometido a la operación de homogeneización.
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8. Homogeneizar a 25, 50, 100 y 150 MPa el zumo de arándano despec-
tinizado y filtrado. Se llevarán a cabo las siguientes actividades:

a) Caracterización de la materia prima: sólidos solubles, pH, acidez,
antocianinas totales, fenoles totales y capacidad antioxidante.

b) Aplicación de la presión de homogeneización correspondiente.

c) Caracterización del zumo homogeneizado a las diferentes pre-
siones: color, pulpa suspendida y turbidez, tamaño de partícula,
antocianinas totales, fenoles totales, capacidad antioxidante (por
los métodos ABTS y DPPH), contenido, por HPLC, de las an-
tocianinas específicas de mayor interés (delfinidina, malvidina y
cianidina).

9. Impregnación de rodajas de manzana de la var. Granny Smith con
zumo despectinizado y filtrado y con zumo homogeneizado. Cuantifi-
cación de los parámetros de impregnación y estimación de la compo-
sición de las rodajas de manzana impregnadas.

10. Estabilización de las rodajas impregnadas por liofilización y secado
por aire caliente a 30, 40 y 50oC hasta el mismo valor de actividad de
agua:

a) Impregnación de rodajas de manzana con zumo de arándano y
cuantificación del zumo incorporado.

b) Liofilización de las muestras impregnadas durante 48h.

c) Secado por aire caliente de las muestras impregnadas a 30, 40 y
50oC.

d) Caracterización de las muestras secas: propiedades mecánicas,
color, capacidad antioxidante, antocianinas totales, fenoles tota-
les y contenido en las antocianinas específicas de mayor interés:
delfinidina, malvidina y cianidina.

11. Incubación de Lactobacillus salivarius spp. salivarius en zumo de arán-
dano despectinizado y filtrado con el pH corregido a 5, 5.5 y 6.
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a) Incubación del microorganismo en medio específico y en las con-
diciones adecuadas.

b) Corrección del pH del zumo con bicarbonato de sodio.

c) Transferencia del microorganismo del medio específico al zumo a
los diferentes pH e incubación.

d) Evaluación del contenido microbiano por recuento en placa

12. Impregnación de rodajas de manzana de la var. Granny Smith con
zumo de arándano con probiótico. Cuantificación de las propiedades
funcionales y del contenido probiótico.

13. Estabilización de las rodajas impregnadas con probióticos por secado
por aire caliente a 30oC durante 24h:

a) Impregnación de rodajas de manzana con zumo de arándano con
probióticos

b) Secado por aire caliente de las muestras impregnadas a 30oC.

14. Caracterización de las muestras secas con probióticos: contenido de
probióticos, capacidad antioxidante, antocianinas totales y fenoles to-
tales.
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3.1 Análisis fisicoquímicos.

3.1.1 Sólidos solubles, pH y acidez.

El contenido de sólidos solubles se determinó en grados Brix mediante un
refractómetro Abbe (MAR-3T, Atago Co. Ltd., Japón) a 20oC. La acidez
total titulable se determinó con hidróxido de sodio 0.1N NaOH mediante un
titulador automático Titrando 905 (Metrhom, Gomensoro S.A., España) y
se expresó en gramos de ácido cítrico por litro para los zumos de arándano
comerciales y en gramos de ácido cítrico por cien gramos de muestra para
la fruta y el zumo despectinizado. El pH fue determinado con un potenció-
metro con corrección automática de temperatura (SevenEasy, METTLER
TOLEDO GmbH, Schwerzenbach, Suiza).
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3.1.2 Humedad y actividad de agua.

La actividad de agua se determinó utilizando un higrómetro de punto de
rocío (DECAGÓN Aqualab CX-2, ±0.003) y el contenido de humedad fue
cuantificado por pérdida de peso de una muestra secada en estufa de vacío
a 60oC hasta alcanzar un peso constante (Método 20.013 (AOAC Interna-
tional, 1980)).

3.1.3 Pulpa suspendida y turbidez.

La pulpa suspendida se determinó como porcentaje en peso de la pulpa
separada por centrifugación con respecto al peso total de la muestra. Se
utilizó una centrifuga (Medifriger BL-S, J.P. Selecta S.A., Barcelona, Es-
paña). Diez mililitros de muestra fueron centrifugados a 365G durante 10
minutos a 27oC. La pulpa precipitada se pesó, del sobrenadante se extrajo
una muestra para determinar la turbidez. Cinco mililitros de este primer
sobrenadante fueron centrifugados a 3000G durante 10 minutos a 27oC,
nuevamente se pesó el precipitado obtenido y se determinó la turbidez del
sobrenadante. Para poder comparar los distintos valores de turbidez de las
bebidas comerciales evaluados y eliminar la interferencia del color propio
de cada una de las muestras, se utilizó como blanco para cada zumo, una
muestra del mismo centrifugada a 14000 r.p.m. con el objetivo de eliminar
toda la pulpa suspendida. La turbidez se determinó en un espectrofotómetro
UV/visible (Helios Zeta UV-VIS, Thermo Scientific, Alemania), midiendo
el porcentaje de transmitancia a 650nm.

3.1.4 Tamaño de partícula por difracción láser.

El tamaño de partícula de los zumos se determinó en un equipo de difracción
láser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments Limited, Worcestershire, Gran
Bretaña). Como medio dispersante se utilizó agua. El índice de refracción
de las muestras fue de 1.350 y el índice de absorción utilizado fue 0.1.
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3.1.5 Análisis reológico.

El estudio reológico se realizó con un Reometro Rotatorio (Haake Rheos-
tress 1, Estados Unidos) en el modo de Control de Velocidad (CR: Control
Rate), con los accesorios de cilindros concéntricos (Z34 DIN 53019). El mé-
todo tiene programado una primera fase de mantenimiento, para estabilizar
la temperatura y disminuir el estrés reológico de la muestra. Durante la
segunda fase se aplica gradiente de velocidad creciente de 0 a 250 s−1 y
se realizan las medidas reológicas. Cada una de las fases tiene una dura-
ción de 300s. La temperatura de trabajo se seleccionó a 20oC para analizar
muestras de zumos comerciales y a 50oC para realizar las muestras pro-
venientes del ensayo de despectinización. El comportamiento reológico de
las muestras fue modelizado utilizando el modelo de Ostwald-de-Waele. El
índice de consistencia (k=[Pa.sn]) y el índice de comportamiento al flujo
(n=[adimensional]) del modelo fueron obtenidos por regresión lineal de los
valores experimentales.

3.1.6 Color Instrumental.

El color instrumental fue medido utilizando un espectrocolorímetro (CM-
3600d, Minolta Co. Ltd., Japón). Una cerámica blanca y una cámara negra
suministrados por el fabricante se utilizaron para calibrar el equipo. Las
muestras líquidas se colocaron en cubetas plásticas de 25mL y 2cm de paso
óptico. Los resultados se expresaron en el espacio de color CIE L*a*b* para
el iluminante D65 y un angulo del observador de 10o. Las muestras sólidas
se analizaron colocándolas directamente en la ventana pequeña de medición.
Se realizaron tres determinaciones en la muestra en tres puntos separados
entre sí por un ángulo de 120o.

3.1.7 Análisis de textura.

Las propiedades mecánicas de las muestras se evaluaron mediante ensayos de
punción llevados a cabo en un Analizador Universal de Textura (TA.XT2,
Stable Micro Systems, Londres, Gran Bretaña). El ensayo se realizó con
un punzón cilíndrico de 2 mm de diámetro. Las condiciones del ensayo
fueron: velocidad de avance del punzón de 2mm/s, fuerza de activación de
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0,04903N, distancia recorrida por la sonda de 10mm y celda de carga de
50kg. Descripción de las variables de textura evaluadas: Haciendo uso de
una macro, se pudieron procesar las curvas Fuerza vs. Distancia, obtenidas
del ensayo de punción. Las variables de textura calculadas fueron:

1. Fuerza máxima: definido como el valor último de la fuerza en Newton
(N) que corresponde al punto de ruptura de la muestra.

2. Pendiente o coeficiente de elasticidad: es la pendiente de la curva
Fuerza vs. distancia (N/mm) desde el origen a la fuerza máxima. Altos
valores del coeficiente de elasticidad implican una mayor rigidez de la
muestra.

3. Área: es el área bajo la curva fuerza vs. distancia, medida en N.mm,
hasta el punto de ruptura. Esta variable es un índice de la energía
necesaria para romper la baya (Robin, Abbal, & Salmon, 1997; Sato,
Yamane, Hirakawa, Otobe, & Yamada, 1997).

En la figura 3.1 se presenta una curva típica del ensayo de punción y se
puede a qué hace referencia cada una de las variables de textura calculadas.

Fuerza (N)

Aplicación de fuerza
sobre la muestra

Punto de ruptura de
la muestra

Fuerza Máxima (N)

-1
Pendiente (N.mm )

Área (N.mm)

Distancia (mm)

Figura 3.1. Curva típica del ensayo de punción de rodajas de manzana.
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3.2 Análisis funcionales.

3.2.1 Antocianinas.

Antocianinas monoméricas totales.

El contenido de antocianinas monoméricas totales se determinó mediante
el método del pH diferencial de Giusti and Wrolstad (2001). Se utilizó un
buffer pH 1.0 (KCl 0.025 M) y otro a pH 4.5 (CH3COONa 0.4 M). El con-
tenido de antocianinas se cuantificó utilizando el coeficiente de extinción
molar para la cianidina-3-glucósido (26900L/mol.cm). Las medidas se reali-
zaron a 510 y 700nm en un espectrofotómetro (Helios Zeta UV-VIS, Thermo
Scientific, Alemania) y se utilizó como blanco una cubeta con agua destila-
da. Para las muestras líquidas, los resultados se expresaron en miligramos
equivalentes de cianidina-3-glucósido por litro de muestra. Para el caso de
la determinación de antocianinas totales en muestras sólidas, se realizó una
extracción sólido-líquido con metanol acidificado con ácido clorhídrico al
1%. La extracción se realizó en tres etapas con agitación. La primera etapa
se llevó a cabo con 10mL de solvente de extracción durante 30 minutos y
la segunda y tercera con 5mL durante 15 minutos. Los sólidos se separaron
mediante centrifugación a 14000 rpm durante 10 minutos a 10oC.

Índice de color polimérico.

El índice de color polimérico se determinó según la metodología descrita por
Giusti and Wrolstad (2001). Consiste en determinar la absorbancia de las
muestras en dos condiciones, una con un tratamiento con una solución de
metabisulfito de potasio K2S2O5 y la otra sin tratamiento, pero adicionada
con el mismo volumen de agua. La absorbancia fue determinada a 420, 510
y 700nm en un espectrofotómetro (Helios Zeta UV-VIS, Thermo Scienti-
fic, Alemania). Las diluciones de las muestras se prepararon con buffer de
cloruro de potasio (KCl) 0.025 M, pH 1.
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Antocianinas por HPLC.

Para determinar el contenido de antocianinas en las muestras sólidas, es-
tas fueron previamente liofilizadas durante 48h. Cada rodaja se trituró y se
realizó una extracción sólido-líquido con metanol acidificado con 0.1% de
ácido clorhídrico HCl. La extracción se realizó en tres etapas con agitación.
La primera etapa se llevó a cabo con 10mL de solvente de extracción du-
rante 30 minutos y la segunda y tercera con 5mL durante 15 minutos. Los
sólidos se separaron mediante centrifugación a 14000 rpm durante 10 mi-
nutos a 10oC. Las muestras de zumo se centrifugaron a 14000 rpm durante
10 minutos a 10oC para separar las partículas sólidas. Tanto las muestras
sólidas extraídas con metanol como las de zumo centrifugado se filtraron
con filtros de jeringa de nylon de 0.45µm. El contenido de antocianinas se
determinó mediante un Sistema Alliancer HPLC (Módulo de separaciones
2695, Waters Co. Milford, Mass., Estados Unidos) acoplado a un detector
de arreglo de diodos (DAD 2996, Waters Co. Milford, Mass., Estados Uni-
dos). La separación cromatrográfica se realizó por medio de una columna
Luna II C18 de 250mm x 4.6mm y 5µm (Phenomenex, Torrance, Estados
Unidos). Se utilizó el método cromatográfico de Cassano, Conidi, and Drioli
(2011). El volumen de inyección fue de 10µL. Las antocianinas fueron iden-
tificadas por medio de sus tiempos de retención y espectros característicos
comparados con los de los estándares: Cianidina-3-O-glucósido (Kuroma-
nin chloride), Delfinidina-3-O-glucósido (Myrtillin chloride), Malvidina-3-
O-glucósido (Oenin Chloride), se utilizaron estos tres estándares debido a
que diversos autores los señalan como principales antocianinas encontrada
en los arándanos (Kader, Rove, Girardin, & Metche, 1996; Rossi et al., 2003;
J. Lee et al., 2002; Castañeda-Ovando, Pachecohernandez, Paezhernandez,
Rodriguez, & Galanvidal, 2009). Los estándares se disolvieron en metanol
acidificado con 0.1% de ácido clorhídrico. La cuantificación se realizó por
medio de curvas de calibrado entre 5-300ppm. Los resultados se expresaron
en miligramos de antocianina por 100 gramos de producto o 100 gramos de
materia seca.
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3.2.2 Fenoles totales.

El contenido de fenoles totales se determinó mediante el método de Folin-
Ciocalteu (FC) (Waterhouse, 2002). El reactivo de FC se utilizó en una con-
centración 1 N y la solución de carbonato de sodio se preparó al 7,5%. La
medida espectrofotométrica se realizó a una longitud de onda de 765nm (Es-
pectrofotómetro Helios Zeta UV-VIS, Thermo Scientific, Alemania). Se uti-
lizó un blanco de reactivo remplazando la muestra por agua y una curva de
calibrado de 0 a 20 ppm de ácido gálico monohidratado(C6H2(OH)3COOH ·
H2O). Los resultados fueron expresados en miligramos equivalentes de ácido
gálico por litro de zumo (mg GAE/L).

3.2.3 Capacidad antirradical.

Método del radical DPPH.

La capacidad antirradical se determinó por el método del radical libre
(Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995). La actividad antirradical se
determinó midiendo la absorción a 515nm (Espectrofotómetro Helios Ze-
ta UV-VIS, Thermo Scientific, Alemania) del radical libre 2,2-Difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH). La solución stock se preparó disolviendo el DPPH
en metanol en una concentración 2mM. La solución de trabajo se preparó
disolviendo la solución stock 1:20 con metanol. Se realizó una curva de ca-
librado de 50-150ppm con ácido ascórbico. Los resultados se expresaron en
miligramos equivalentes de ácido ascórbico (mg AAE/L).

Método del radical ABTS.

Para determinar la capacidad antirradical por el método del ABTS pro-
puesto por Re et al. (1999) se preparó el radical por reacción de una so-
lución 7mM de 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) con
una solución de concentración final de 2,45mM de persulfato de potasio
K2S2O8. La absorbancia se determinó a 734nm en un espectrofotómetro
(Helios Zeta UV-VIS, Thermo Scientific, Alemania). La capacidad antirra-
dical fue expresada en miligramos equivalentes de trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
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tetramethylchroman-2-carboxylic acid)(mg TEAC/L) mediante una curva
de calibrado de 20-70ppm de trolox.

3.2.4 Análisis estadístico.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Los valores presen-
tados corresponden a las medias ± la desviación estándar. Por medio del
software Statgraphics Centurion v. 16.1.11. se realizaron análisis de las va-
rianzas (ANOVA) para determinar las diferencias estadísticamente signifi-
cativas con un nivel de confianza del 95% (p<0.5).
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Equipos e instalaciones utilizadas

4.1 Homogeneización.

Los tratamientos de homogeneización se realizaron en un homogeneizador
de laboratorio de alta presión (Panda Plus 2000, GEA-Niro Soavi, Parma,
Italia) a 25, 50, 100 y 150MPa. La temperatura del zumo fue medida a la
entrada y a la salida del homogeneizador con un termómetro de vidrio.

4.2 Impregnación a vacío.

La impregnación a vacío se realizó en un una cámara de vacío (Heraeus
vacuum oven, Thermo Fisher Scientific Inc., Alemania). Los discos de man-
zana se sumergieron en el zumo de arándanos y se aplicó una presión de
50mbar durante 10 minutos. A continuación se restauró la presión atmos-
férica manteniendo las rodajas sumergidas en el zumo durante 10 minutos
más.
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4.3 Secado.

El secado se realizó en un secador de bandejas CLW 750 TOP+ (Pol-Eko-
Aparatura SP.J., Polonia) con flujo de aire transversal, velocidad del aire
de 2 m/s, y una renovación de aire del 50%.
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Capítulo 5

Mejora del proceso de obtención de
zumo de arándanos

5.1 Análisis de mercado.

En primer lugar se realizó un análisis de mercado, tanto en Argentina co-
mo en España para tener conocimiento acerca de las bebidas comerciales
con arándanos o zumo de arándanos existentes en el mercado. Se valoraron
tanto sus características fisicoquímicas (pH, acidez, sólidos solubles, pulpa
suspendida, turbidez, tamaño de partículas suspendidas, color instrumental
y viscosidad) como la composición de las bebidas (ingredientes, formula-
ción, alegaciones de calidad) y el contenido de componentes funcionales de
interés (antocianinas totales, fenoles totales, actividad antirradical por el
método del DPPH y el ABTS y análisis HPLC de antocianinas específicas:
delfinidina, cianidina, malvidina).

Los productos comerciales que se presentan a continuación se adquirieron
en diferentes puntos de venta en la ciudad de Valencia (España) y en la
ciudad de Concordia (Argentina).
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En la tabla 5.1 se resumen las características de venta, presentes en la
etiqueta, de cada uno de las bebidas analizadas. Los tres primeros zumos
son los encontrados en el mercado argentino. Los nueve restantes son los
encontrados en el mercado español. Dentro de estos últimos se han incluido
bebidas procedentes de arándano rojo. El arándano rojo, no se comercializa
en Argentina.

En función de la normativa española y argentina (Parte VII) se pueden
clasificar los distintos productos en:

Zumo de frutas

Néctares

Bebidas refrescantes

Teniendo en cuenta esta clasificación se pueden diferenciar los siguientes
aspectos:

Punto de venta: los zumos y los néctares se encuentran disponibles en
sectores de dietética de grandes superficies o en tiendas especializadas
como herboristerías y tiendas de productos orgánicos. Las bebidas
refrescantes se pueden encontrar en supermercados junto con el resto
de zumos de consumo habitual.

Fabricante: todas las bebidas que se comercializan en el mercado es-
pañol son importadas. El producto “Cranberry” indica que está ela-
borado en España, concretamente en Murcia, sin embargo, allí solo se
realiza la elaboración de la receta final (dilución) y envasado, ya que el
zumo concentrado y el puré de arándano proceden de proveedores ex-
tranjeros (Canadá y Estados Unidos). Los países de donde provienen
las bebidas que se comercializan en el mercado español son: Francia,
Reino Unido, Suiza y Alemania. Las bebidas que se comercializan en
el mercado argentino, han sido todas elaboradas en Argentina.

Envase: a excepción del producto “Grandiet”, todos los zumos y néc-
tares se comercializan en envases de vidrio de 330mL o 500mL. En el
caso de “Eden” y “Rabenhorst” el envase es de vidrio tintado lo que
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permitiría preservar el producto frente a la oxidación producida por
la luz. “Grandiet” y “Granini” son comercializados en envases de PET
transparente. “Blueberry” y “Cranberry” se comercializan en envases
Tetra Pak.

Contenido de fruta: en el caso de los zumos, el etiquetado indica que
contienen únicamente arándanos. No se ofrece ningún dato más, en
ningún caso la formulación proviene de concentrado. Los néctares tie-
nen un 42% de pulpa de arándanos en el caso de “Alain Milliat” un
65% de fruta para “Biotta azul” y un 30% en el caso de “Biotta rojo”.
Las bebidas “Cranberry” y “Granini” contienen un 27% y un 14% de
de zumo de frutas, proveniente en ambos casos de concentrado. La be-
bida “Blueberry” contiene un 30% de mezcla de los siguientes zumos
concentrados: manzana, arándano, uva y bayas de saúco. Únicamente
se indica el porcentaje en arándano, un 5%. Según el artículo 3 de la
Directiva 2012/112/CE, “En el caso de productos elaborados a partir
de dos o más frutas, [. . . ], la denominación se compondrá de un lista
de las frutas utilizadas, en orden decreciente según el volumen de los
zumos o purés de frutas incluidos, tal como se indique en la lista de
ingredientes”, se deduce que este producto no contiene mayoritaria-
mente concentrado de arándano y sin embargo se comercializa como
tal. Su envase muestra en portada un único fruto de arándano azul y
se denomina “Blueberry”.

Líquido de dilución: el agua es el principal componente de las bebidas
refrescan-tes. En los néctares, se emplea una infusión: de hojas de
abedul en una concentración de 2 g/L para “Biotta rojo”, de melisa
en 1,5 g/L para “Biotta azul” y agua para “Alain Milliat”.

Otros ingredientes: las bebidas clasificadas como zumos son las que
menos aditivos contienen. En el caso de los productos argentinos, dos
contienen sorbato y benzoato como conservantes y una vitamina C.
Los zumos disponibles en el mercado español no indican agregado de
ningún aditivo. Los néctares indican la adición de azúcares y en el caso
de “Alain Milliat” ácido cítrico como acidulante y ácido ascórbico como
antioxidante. Las bebidas refrescantes contienen azúcares, acidulantes,
antioxidantes y agentes estabilizantes.
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Alegaciones nutricionales: los zumos del mercado argentino alegan no
tener gluten, sin conservantes, endulzantes artificiales ni colorantes.
Los zumos del mercado español indican su procedencia de cultivos
100% biológicos y, en el caso de los néctares, además cultivos silves-
tres. La bebida “Blueberry” alega, además de ser una fuente de anti-
oxidantes, no provenir de de organismos genéticamente modificados,
no contener saborizantes, colorantes ni conservantes artificiales. Por
último “Cranberry” indica que es una fuente natural de antioxidantes,
no contiene colorantes ni conservantes.

Precios de mercado: El conjunto de factores como el tipo de envase,
el contenido de fruta, las alegaciones y el punto de venta orientan el
producto hacia una escala de valores que se refleja en el precio final
del mismo. Los zumos y néctares del mercado español poseen precios
de mercado entre ocho y diez veces superiores a los de las bebidas
refrescantes. Por ello los zumos y néctares se destinan a un consumo
más específico y conllevan mayor valor añadido debido a que pertene-
cen a la categoría de productos dietéticos o gourmet. Los productos
de arándano azul son en torno a 4AC/L más caros que sus homólo-
gos de arándano rojo. Los productos comercializados en el mercado
argentino poseen precios intermedios entre las bebidas refrescantes y
los zumos y néctares del mercado español. Comparativamente, las be-
bidas argentinas de zumo de arándanos tienen un precio entre 4 y 5
veces mayor que los zumos de frutas tradicionales.
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5.1 Análisis de mercado.

5.1.1 Características fisicoquímicas de las bebidas comerciales.

Tanto en Argentina como en España sólo se cultivan arándanos azules. Te-
niendo en cuenta la importancia de esta actividad, la caracterización de las
bebidas comerciales sólo se realizó para las provenientes de bayas azules.
Durante el análisis de las bebidas comerciales, el zumo Blueberry dejó de
comercializarse por lo cual no fueron posibles realizar las determinaciones
analíticas en esta muestra. En la tabla 5.2 se presentan los valores de sólidos
solubles, pH, acidez titulable y el índice grados Brix/acidez para las siete
muestras de bebidas comerciales azules. Si bien existen diferencias signifi-
cativas en términos de pH y acidez, el rango en el cual varían los valores
obtenidos es reducido. Los valores de pH oscilan entre 2.8-3.6 y los valores
de acidez entre 0.2-1.2 g ac. cítrico/L. En cambio, los valores obtenidos para
los sólidos solubles y los valores del índice oBrix/acidez, presentan grandes
diferencias, oscilando entre 1.8-14.9 y 3.9-22.8 respectivamente. No se ob-
servan diferencias en sólidos solubles en función del tipo de bebida, es decir
los néctares podrían estar adicionados con azúcares y presentar un mayor
contenido de sólidos solubles, sin embargo este no es el caso y las mayores
diferencias se observan dentro del grupo de los zumos. Si se tiene en cuen-
ta que los valores de sólidos solubles para la fruta se encuentran alrededor
de 13-15oBrix (Antequera Klein, Betoret, Barrera, & Luna Pizarro, 2013;
Skrede et al., 2000) los valores de los zumos Grandiet y Confines del mundo
resultan anormalmente bajos. En cuanto al ratio oBrix/acidez, las diferen-
cias observadas se deben a la gran variabilidad de los sólidos solubles. El
zumo Confines del mundo y el néctar Alain Milliat presentan valores de ra-
tio similares a los observados en zumos de naranja que se encuentran entre
12.5-15.6 (Carbonell, Tárrega, Gurrea, & Sentandreu, 2011; Cerdán-Calero,
Izquierdo, & Sentandreu, 2013).

En la tabla 5.3 se presentan los resultados obtenidos en las determinaciones
relacionadas con el contenido de pulpa de los distintos zumos. Se observa
una gran disparidad entre los resultados obtenidos. Algunos zumos presen-
tan un alto contenido de pulpa: Confines del mundo y Alain Milliat; y otros
presentan un bajo o prácticamente nulo contenido de pulpa: Sabores del
litoral, Rabenhorst, Eden Azul. Por otra parte, los zumos: Sabores del Li-
toral, Grandiet, Biotta, Rabenhorst y Eden Azul presentan una proporción
similar entre la pulpa menos estable (365G) y la más estable (3000G) en
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Capítulo 5. Mejora del proceso de obtención de zumo de arándanos

Tabla 5.2. Propiedades fisicoquímicas de las bebidas comerciales.

Zumos Sólidos solubles pH Acidez oBrix/Acidez
(oBrix) (g ác. cítrico/L)

Sabores de litoral 13.07 ± 0.06f 3.270 ± 0.010e 0.5728 ± 0.0013c 22.81 ± 0.14g

Grandiet 1.83 ± 0.15a 3.590 ± 0.010f 0.472 ± 0.004b 3.9 ± 0.3a

Confines del mundo 4.17 ± 0.06b 3.287 ± 0.006g 0.263 ± 0.003a 15.8 ± 0.2e

Biotta azul 14.90 ± 0.10g 2.980 ± 0.010d 0.7201 ± 0.0010d 20.7 ± 0.2f

Rabenhorst 9.70 ± 0.10d 2.920 ± 0.010c 1.24 ± 0.02g 7.8 ± 0.2b

Alain Milliat 10.5 ± 0.2e 2.823 ± 0.006a 0.823 ± 0.008e 12.8 ± 0.3d

Eden azul 9.4 ± 0.2c 2.893 ± 0.006b 0.9890 ± 0.0015f 9.5 ± 0.2c

Distintos superíndices en la misma columna indican diferencias estadísticamente signifi-
cativas.

tanto que los zumos Confines del mundo y Alain Milliat tienen una mayor
proporción en pulpa menos estable. Desde el punto de vista de la turbidez
se observan cuatro grupos de zumos: los zumos de turbidez baja (tanto a
365 como a 3000G): Biotta azul, Rabenhorst, Alain Milliat, Eden Azul; los
zumos de turbidez media a 365G: Grandiet y turbidez media a 3000G: Sa-
bores del Litoral y Confines del mundo; los zumos de turbidez alta a 365G:
Sabores del Litoral y de turbidez alta a 3000G: Grandiet; zumo de turbidez
muy alta a 365G: Confines del mundo.

Tabla 5.3. Pulpa suspendida y turbidez de las bebidas comerciales.

Zumos Pulpa suspendida Pulpa suspendida Turbidez Turbidez
365G 3000G 365G 3000G

Sabores de litoral 0.9 ± 0.5a 1.66 ± 0.16a 26.4 ± 4.5c 5.0 ± 0.6b
Grandiet 5.1 ± 0.7b 6.8 ± 0.7b 12.5 ± 0.2b 9.6 ± 0.7c

Confines del mundo 28.4 ± 4.3c 14.1 ± 2.3d 65.0 ± 0.5d 6.9 ± 2.8b

Biotta azul 1.6332 ± 0.1098a 2.2 ± 0.6a 5.93 ± 0.05a 0.69 ± 0.05a

Rabenhorst 1.2 ± 0.6a 1.92 ± 0.19a 3.238 ± 0.014a 0.78 ± 0.14a

Alain Milliat 18.5 ± 1.8d 12.1 ± 1.5c 2.998 ± 0.004a 0.6 ± 0.2a

Eden azul 2.2 ± 0.6ab 2.25 ± 0.07a 5.57 ± 0.15a 0.7 ± 0.7a

Distintos superíndices en la misma columna indican diferencias estadísticamente signifi-
cativas.

Adicionalmente, se determinó por difracción láser el tamaño de las partí-
culas presentes en las bebidas comerciales. La distribución de los tamaños
encontrados en las distintas bebidas se pueden observar en la figura 5.1. Los
zumos Confines del mundo y Grandiet tienen una distribución de tamaño
de partículas mono modal y más estrecha. Las otras bebidas comerciales
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5.1 Análisis de mercado.

presentan partículas de diversos tamaños que dan lugar a distribuciones
más amplias (Sabores del litoral, Biotta Azul y Alain Milliat), bimodales
(Rabenhorst) o trimodales (Eden azul).

(a) Zumos de fruta
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Figura 5.1. Distribución del tamaño de partícula en las bebidas comerciales.

En la tabla 5.4 se presentan los valores del diámetro medio ponderado su-
poniendo partículas esféricas del mismo volumen que las reales (D[4,3]) y
el diámetro medio ponderado suponiendo partículas esféricas de la misma
superficie que las reales (D[3,2]). Teniendo en cuenta las distribuciones de
tamaño de partícula presentadas en la figura 5.1 los valores del diámetro
D[4,3] son los que mejores caracterizan el tamaño de partículas de todas
las bebidas excepto en el caso del néctar Biotta Azul, en donde el valor
D[3,2] es el que mejor caracteriza el tamaño de partícula. El valor D[3,2] re-
presenta mejor las distribuciones con tamaño de partícula muy pequeñas,
alrededor de 1µm en tanto que el valor D[4,3] representa mejor el diámetro
de distribuciones de partículas por encima de las 100µm.

Analizando estadísticamente los resultados, se han encontrado correlaciones
entre los valores D[4,3] y las determinaciones de pulpa suspendida tanto a
365G como a 3000G. En la figura 5.2 se presentan los resultados de una
regresión lineal entre estas dos determinaciones. Se puede observar que si las
partículas que contiene la nube del zumo son de mayor tamaño, la cantidad
de pulpa suspendida recuperada a ambas fuerzas G es mayor. Esto indica
que a tamaños de partícula más grandes, la nube es menos estable.
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Capítulo 5. Mejora del proceso de obtención de zumo de arándanos

Tabla 5.4. Tamaño de partícula de las bebidas comerciales.

Zumos D[4,3] D[3,2]

Sabores de litoral 8.3 ± 1.7a 2.113 ± 0.004a

Grandiet 217. 8 ± 41.0c 11.0 ± 0.6b

Confines del mundo 640.3 ± 8.8e 272.65 ± 2.03d

Biotta azul 24.4 ± 2.4ab 1.494 ± 0.018a

Rabenhorst 3.65 ± 0.08a 0.87 ± 0.03a

Alain Milliat 489.86 ± 27.15d 39.69 ± 2.19c

Eden azul 61.24 ± 12.07b 3.9 ± 0.5a

D[3,2] Diámetro medio en función de la superficie (Diámetro medio de Sauter): Es el pro-
medio ponderado del diámetro de las partículas calculado asumiendo partículas esféricas
con la misma superficie que las partículas reales. D[4,3] Diámetro medio en función del
volumen (Diámetro medio de De Brouckere): es la media ponderada del diámetro calcula-
do asumiendo partículas esféricas del mismo volumen que las partículas reales. Distintos
superíndices en la misma columna indican diferencias estadísticamente significativas.

(a) Pulpa suspendida 365G vs. Ta-
maño de partícula
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Figura 5.2. Correlaciones entre el tamaño de partícula por difracción láser y el
contenido de pulpa suspendida.

Para analizar la percepción del color por el consumidor, se determinó el
color instrumental de cada una de las bebidas en el espacio CIE L*a*b*.
Se determinaron las coordenadas L*, a* y b* y se calcularon los atributos
de color: croma (C*) y tonalidad (h). Los resultados se presentan en la
tabla 5.5. Analizando estadísticamente los atributos del color percibido se
observa que existen diferencias significativas para cada zumo en el valor
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5.1 Análisis de mercado.

del croma o saturación del color, es decir, la intensidad del color es distinto
para cada bebida comercial y en el caso de la tonalidad se diferencian cuatro
grupos: a) Alain Milliat, Eden Azul y Confines del Mundo; b) Confines del
mundo y Rabenhorst; c) Rabenhorst, Biotta azul y Grandiet; d) Sabores
del Litoral.

Tabla 5.5. Propiedades ópticas de las bebidas comerciales.

Zumos L* a* b* C* h

Sabores de litoral 1.35 ± 0.06b 2.39 ± 0.16 1.267 ± 0.102 2.71 ± 0.12b 27.97 ± 3.13d

Grandiet 9.54 ± 0.08f 12.7 ± 0.2 3.931 ± 0.103 13.30 ± 0.18f 17.2 ± 0.7c

Confines del mundo 9.17 ± 0.06e 14.15 ± 0.17 2.7 ± 0.3 14.41 ± 0.13g 10.809 ± 1.112ab

Biotta azul 0.97 ± 0.04a 1.65 ± 0.17 0.47 ± 0.16 1.72 ± 0.12a 16.3 ± 6.5c

Rabenhorst 1.27 ± 0.08b 2.9 ± 0.2 0.806 ± 0.101 3.00 ± 0.22c 15.59 ± 1.05bc

Alain Milliat 1.92 ± 0.06c 4.69 ± 0.08 0.70 ± 0.03 4.74 ± 0.08e 8.4 ± 0.5a

Eden azul 2.30 ± 0.02d 4.18 ± 0.06 0.46 ± 0.02 4.20 ± 0.06d 6.2 ± 0.4a

L*: índice de luminosidad; a* coordenada de color del eje verde-rojo; b* coordenadas
de color del eje azul-amarillo; C*: saturación o intensidad del color percibido; h: tonali-
dad del color percibido. Distintos superíndices en la misma columna indican diferencias
estadísticamente significativas.

Por último se analizó el comportamiento reológico de cada uno de los zumos.
En la tabla 5.6 se presentan los resultados del análisis reológico de cada uno
de las bebidas comerciales ajustadas por el modelo de Ostwald-de-Waele.
En general, presentan un bajo índice de consistencia (k) y un valor del índice
de comportamiento al flujo (n) entre 0.2 y 1.2. En la figura 5.3 se puede
observar que las bebidas Sabores del litoral, Biotta azul, Rabenhorst y Eden
son los que presentan un comportamiento más newtoniano. Por otro lado,
Grandiet, Confines del mundo y Alain Milliat presentan un comportamiento
más bien pseudoplástico.

5.1.2 Propiedades funcionales de las bebidas comerciales.

Para cada uno de los zumos se analizó su contenido total en antocianinas
monoméricas, el contenido de fenoles totales y la capacidad antirradical. Los
resultados se presentan en la tabla 5.7. El contenido de antocianinas totales
resultó distinto para cada bebida. Los zumos comercializados en el mercado
argentino son los que tienen el menor contenido de antocianinas, muy por
debajo de los comercializados en España. En función de los fenoles totales
también se encontraron grandes diferencias entre las bebidas argentinas y

69



Capítulo 5. Mejora del proceso de obtención de zumo de arándanos

Tabla 5.6. Propiedades reológicas de las bebidas comerciales.

Zumos k n
(Pa.sn) (adimensional)

Sabores de litoral 0.0013 ± 0.0003a 1.04 ± 0.05e

Grandiet 0.62 ± 0.03c 0.320 ± 0.006b

Confines del mundo 0.771 ± 0.113d 0.23 ± 0.03a

Biotta azul 0.0015 ± 0.0002a 1.03 ± 0.03e

Rabenhorst 0.00134 ± 0.00007a 1.03 ± 0.02e

Alain Milliat 0.13 ± 0.02b 0.46 ± 0.04c

Eden azul 0.0020 ± 0.0003a 0.94 ± 0.03d

k y n: índice de consistencia e índice de comportamiento al flujo respectivamente. Distin-
tos superíndices en la misma columna indican diferencias estadísticamente significativas.
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Figura 5.3. Comportamiento reológico de las bebidas comerciales.

las comercializadas en España. En términos de la capacidad antirradical
nuevamente los zumos argentinos son los que presentan valores más bajos.

Con la finalidad de valorar la contribución del contenido de antocianinas y
fenoles a la capacidad antirradical de las bebidas comerciales se realizaron
correlaciones entre las distintas propiedades funcionales evaluadas. En la
figura 5.4 se puede observar que se han encontrado correlaciones de tipo
lineal entre el contenido de fenoles totales y la capacidad antirradical, tanto
por el método del ABTS (figura 5.4a) como por el método del DPPH (fi-
gura 5.4b). Correlaciones similares han sido encontradas entre el contenido
de fenoles totales y la capacidad antirradical por el método FRAP o ABTS
por (Jimenez-Alvarez et al., 2008; Abdul L. Molan, De, & Meagher, 2009;
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Tabla 5.7. Propiedades funcionales de las bebidas comerciales.

Bebidas comerciales Antocianinas monoméricas Fenoles totales DPPH ABTS

Sabores de litoral 6.8 ± 0.4a 789.8 ± 29.5c 741.5 ± 16.8a 1379.6 ± 82.3a

Grandiet 10.0 ± 0.3a 661.76 ± 9.96b 1072.9 ± 19.7b 1474.9 ± 86.6a

Confines del mundo 25.68 ± 0.15a 537.88 ± 7.15a 743.7 ± 14.4a 1220.1 ± 93.3a

Biotta azul 251.9 ± 2.7c 2372.5 ± 33.5e 1802.0 ± 13.5d 5631.3 ± 408.9b

Rabenhorst 472.9 ± 6.4d 2805.1 ± 28.8f 1833.7 ± 36.9d 6137.4 ± 168.4c

Alain Milliat 854.2 ± 15.8e 2048.31 ± 20.15d 1674.2 ± 23.4c 5313.43 ± 112.14b

Eden azul 212.6 ± 25.3b 3075.6 ± 45.6g 1996.9 ± 17.3e 7308.72 ± 547.19d

El contenido de antocianinas está expresado en mg cianidina-3-glucósido/L, fenoles tota-
les en mg GAE/L, la capacidad antirradical por el método del DPPH en mg equivalentes
de ácido ascórbico/L, la capacidad antirradical por el método del ABTS en mg trolox
equivalentes/L. Distintos superíndices en la misma columna indican diferencias estadís-
ticamente significativas.

Sreeramulu & Raghunath, 2010; Stratil, Klejdus, & Kuban, 2006; Wootton-
Beard, Moran, & Ryan, 2011)
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Figura 5.4. Correlaciones entre la capacidad antirradical y el contenido de fenoles
totales en las bebidas comerciales.

5.1.3 Perfil de antocianinas analizadas por cromatografía
líquida (HPLC).

Para completar el análisis de las bebidas comerciales se determinó el con-
tenido de antocianinas por cromatografía líquida (HPLC). Para identificar
y cuantificar las antocianinas se utilizaron tres estándares: cianidina, del-
finidina y malvidina. Las muestras fueron centrifugadas a 14000 r.p.m. y
filtradas a 0.45µm. Se inyectaron directamente sin ningún otro tratamiento
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previo o dilución. Los cromatogramas se analizaron a 520nm. Los resulta-
dos se presentan en la figura 5.5. Como se puede apreciar, en los zumos
argentinos no fue posible detectar antocianinas.

(a) Sabores del litoral (b) Grandiet (c) Confines del mundo

(d) Biotta azul

1 2 3

(e) Rabenhorst

1 2 3

(f) Alain Milliat
1 2 3

(g) Eden azul

1 2 3

Figura 5.5. Perfil de antocianinas específicas obtenido en las bebidas comerciales.
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5.1.4 Conclusiones parciales.

Como se puede observar a partir del análisis de mercado, cada fabricante
pone a la venta productos que tienen características muy distintas. Aun-
que las bebidas argentinas y europeas se distribuyan por las mismas vías
de comercialización, como son las casas especializadas de dietética y her-
boristería, desde el envase elegido, etiquetado y presentación del producto
se puede apreciar una calidad inferior en las bebidas argentinas. Todas las
bebidas europeas tienen alguna alegación nutricional, bio o funcional, mien-
tras que ninguna de las bebidas argentinas posee alegaciones relacionadas
con las propiedades de los arándanos. Desde el punto de vista de las carac-
terísticas fisicoquímicas no son apreciables las diferencias en calidad debido
a que existe una gran variabilidad entre los valores de todos los análisis rea-
lizados. Esto indica que las bebidas comerciales con arándanos están poco
estandarizadas, presentando una composición variable y en algunos casos
no definida claramente. La falta de un hábito de consumo de este tipo de
fruta y zumo hace que sea posible comercializar productos que, a veces,
poseen una mínima proporción de arándanos o que nada tienen que ver con
las características de un zumo de arándano recién preparado. Al evaluar las
propiedades funcionales sí que se detectan las diferentes calidades. Aunque
las bebidas argentinas poseen una actividad antirradical considerable, el
contenido de antocianinas es muy bajo. Asimismo, el contenido de fenoles
totales de las bebidas comercializadas en el mercado español es por lo me-
nos tres veces mayor que las del mercado argentino. En la misma línea que
los resultados anteriores, la capacidad antirradical de las bebidas españolas
es dos veces superior en el caso del DPPH y cuatro a cinco veces superior
en el caso del ABTS. Por último, el análisis por HPLC pone en evidencia
que en realidad los zumos argentinos no contienen antocianinas, esto hace
suponer procesos de elaboración deficientes en los que se somete al producto
a condiciones de temperatura elevada y alta oxidación.

Por todo lo expuesto anteriormente, es necesario estudiar el proceso de ob-
tención de zumo de arándano y evaluar las condiciones de procesado más
favorables para preservar su alto contenido de antocianinas y obtener un
producto final que represente lo mejor posible el zumo de arándano fresco.
Para obtener un producto de mejor calidad, se debería estandarizar y mejo-
rar el proceso de elaboración. Puesto que las antocianinas y fenoles presentes
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en el zumo de arándano son los principales responsables de sus propiedades
funcionales, se deben reducir los tratamientos térmicos utilizados durante el
proceso y disminuir las etapas o tratamientos que impliquen contacto con el
oxígeno. Además, para conservar el sabor original del arándano, se debería
evitar la mezcla con otros tipos de zumos o infusiones. El envasado asép-
tico o en envases de vidrio tintado permitirían una mejor conservación de
las propiedades funcionales durante la comercialización ya sea debido a una
menor exposición a tratamientos térmicos de conservación o a una menor
exposición a la luz.

5.2 Despectinización de zumo de arándanos.

A continuación se presentan los resultados del estudio realizado sobre una
de las etapas críticas del proceso de elaboración de zumo de arándanos: la
despectinización.

En la elaboración del zumo se siguió el diagrama de flujo que se presenta
en la figura 5.6.

Arándanos

Zumo de arándanos

Trituración

Despectinización

Separación de sólidos Residuos
sólidos

Figura 5.6. Diagrama de flujo del proceso de elaboración del zumo de arándanos.

El triturado se realizó con un molino de tornillos. El tamaño de partícula
inicial ha sido destacado por Landbo and Meyer (2004) como un factor de
importancia ya que a menor tamaño se puede aumentar la extracción de an-
tocianinas. En la despectinización enzimática se evaluó el efecto de distintos
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packs enzimáticos comerciales y distintas condiciones de tiempo y tempera-
tura de tratamiento (tabla 5.9) en el contenido de componentes funcionales
y las propiedades reológicas del zumo. Adicionalmente se realizó un ensayo
con enzimas provenientes de levaduras modificadas por evolución genómica
por diseño molecular. A continuación de la etapa de despectinización, se
realiza una separación de sólidos mediante un tamiz de 0.5mm para separar
los sólidos de mayor tamaño y reducir el contenido de pulpa del zumo final.

5.2.1 Caracterización de la materia prima.

Los arándanos, de calidad industrial, recibidos desde Concordia, provincia
de Entre Ríos (Argentina), fueron caracterizados fisicoquímicamente y fun-
cionalmente antes de su almacenamiento en congelación. Las características
de la materia prima se presentan en la tabla 5.8.

Tabla 5.8. Propiedades fisicoquímicas de los arándanos utilizados como materia
prima.

Sólidos solubles 13.8 ± 2.3
pH 3.44 ± 0.06
Acidez 0.50 ± 0.09
Antocianinas monoméricas 141.0 ± 37.3
Fenoles totales 320.2 ± 58.4

Sólidos solubles están expresados en oBrix; acidez en gramos de ácido cítrico/100g peso
fresco; antocianinas monoméricas totales en mg cianidin-3-glucósido/100g peso fresco;
fenoles totales en miligramos de GAE/100g peso fresco.

5.2.2 Despectinización enzimática con packs comerciales.

La etapa de despectinización enzimática es de fundamental importancia
tanto desde el punto de vista tecnológico como funcional. Las propiedades
reológicas resultantes y el contenido de antocianinas y compuestos fenólicos
determinarán la calidad del zumo obtenido. Por estas razones, se plantearon
una serie de experimentos en torno a esta etapa del proceso. En primer lugar
se realizaron ensayos para identificar posibles condiciones de tratamiento.
En estos ensayos previos se evaluaron temperaturas de 40, 50 y 60oC to-
mando muestras cada 15 min hasta alcanzar los 150 minutos de tratamiento
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enzimático (resultados no presentados). Teniendo en cuenta estos ensayos
previos se realizó un diseño experimental, seleccionando dos niveles para ca-
da uno de los factores. Se planteó un diseño factorial (23) tipo screening con
dos réplicas. Los factores evaluados y los niveles seleccionados se presentan
en la tabla 5.9.

Tabla 5.9. Factores del diseño experimental propuesto para el análisis de la ope-
ración de despectinización

Nombre Unidades Tipo Papel Bajo Alto Niveles

A:Enzima Categórico Controlable Viscozyme L
Rapidase ex color

B:Tiempo min Continuo Controlable 60 150
C:Temperatura oC Continuo Controlable 50 60

Como variables respuesta se seleccionaron tres grupos de determinaciones:

Variables relacionadas con la calidad funcional:

• Índices de contenido de componentes funcionales de interés: An-
tocianinas monoméricas totales y Fenoles totales.

• Índice de degradación: Indice de color polimérico.

Variable respuesta relacionada con la calidad tecnológica: índice de
consistencia e índice de comportamiento al flujo (propiedades reológi-
cas del zumo)

Variable respuesta relacionada con la apreciación por el consumidor:
Luminosidad (L*), saturación (C*) y tonalidad (h) del color del zumo.

Los resultados experimentales se analizaron mediante un análisis ANOVA
multifactorial con un nivel del 95% de confianza para determinar qué fac-
tores tienen un efecto estadísticamente significativo sobre cada una de las
variables respuesta.

Los packs enzimáticos comerciales utilizados fueron:

V iscozymer L (Novozymes Corp.) es un complejo multi-enzimático
de Aspergillus aculeatus que degrada las paredes celulares. Contiene
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β-glucanasas (endo-1,3(4)-) y actividades celulasas, hemicelulasas, y
xilanasas. Su temperatura óptima está comprendida entre 50-60oC y

Rapidaser ex color (Gist-brocades-Beverages Ingredients Group) que
contiene pectinasas y hemicelulasas. Su temperatura óptima está entre
10-50oC.

El tratamiento de despectinización con ambos packs enzimáticos permi-
te obtener rendimientos en zumo clarificado del orden del 55% para los
tratamientos enzimáticos realizados a 50oC y del orden del 35% para los
tratamientos realizados a 60oC. Un rendimiento similar ha sido observado
por Kader, Irmouli, Nicolas, and Metche (2002).

En la tabla 5.10 se presentan los valores de las variables respuestas relacio-
nadas con la calidad funcional del zumo de arándano para cada uno de los
niveles y factores ensayados. El análisis estadístico revela que los tres fac-
tores evaluados (enzima, temperatura y tiempo) influyen significativamente
sobre el contenido de antocianinas del zumo de arándanos despectinizado.
Además existen interacciones estadísticamente significativas entre los facto-
res enzima-temperatura y temperatura-tiempo.

Tabla 5.10. Propiedades funcionales del zumo de arándano despectinizado con los
diferentes packs enzimáticos comerciales en las diferentes condiciones estudiadas.

Enzima Temperatura Tiempo Antocianinas monoméricas Fenoles totales Color polimérico
(oC) (min) (ppm) (ppm) (%)

Viscozyme L 50 60 348.7 ± 88.3 2488.3 ± 56.2 22.13 ± 3.13
150 525.5 ± 48.6 2894 ± 107 24.3 ± 1.7

60 60 290.4 ± 106.8 1848.5 ± 73.8 16.79 ± 1.08
150 277.65 ± 48.18 1890.7 ± 64.3 34.6 ± 3.7

Rapidase ex color 50 60 264.26 ± 19.08 1632.9 ± 183.6 46.1 ± 6.2
150 290.93 ± 42.15 2105.9 ± 132.5 43.333 ± 12.096

60 60 329 ± 43 1921.0 ± 190.2 23.3 ± 5.5
150 341.8 ± 38.3 2068.8 ± 175.3 33.7 ± 6.4

El contenido de antocianinas está expresado en mg cianidina-3-glucósido/L, fenoles to-
tales en mg GAE/L, el índice de color polimérico en porcentaje.

La prueba de rangos múltiples indica, mediante el procedimiento de dife-
rencia mínima significativa de Fisher (LSD) que la enzima Viscozyme L, la
temperatura de 50oC y el tiempo de 150min permiten obtener un zumo de
arándanos con un mayor contenido de antocianinas monoméricas totales.
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En la figura 5.7 se presentan los gráficos de interacciones estadísticamente
significativas. En la figura 5.7a se puede observar que la correcta elección del
enzima y la temperatura permiten obtener un zumo con mayor contenido
de antocianinas como es el caso de la enzima Viscozyme L y la tempe-
ratura de tratamiento de 50oC, ya que si se eligen cualquier otro par de
condiciones las diferencias no existen o son muy pequeñas. En el caso de la
interacción temperatura-tiempo, ocurre lo mismo, es decir sólo un tiempo
de 150min junto con la temperatura de 50oC permite obtener una diferencia
significativa en el contenido de antocianinas.
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Figura 5.7. Gráficos de interacciones estadísticamente significativas para las an-
tocianinas monoméricas totales.

En términos de contenido de fenoles totales, los resultados estadísticos coin-
ciden con los obtenidos para las antocianinas.

Por último, el análisis estadístico de la variable respuesta índice de color
polimérico revela que existen diferencias significativas entre los tres factores
principales estudiados y que además, al igual que en el caso de las anto-
cianinas y los fenoles, existen interacciones significativas entre los factores
enzima-tiempo y temperatura-tiempo (figura 5.8). Los valores del índice
de color polimérico indican que la temperatura de 60oC y un tiempo de
60 minutos permiten obtener un zumo con una menor proporción de an-
tocianinas poliméricas. Esto se puede deber a una menor actividad de las
enzimas endógenas presentes en los arándanos, responsables de la degrada-
ción y polimerización de antocianinas (Kader, Rovel, Girardin, & Metche,
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Figura 5.8. Gráficos de interacciones estadísticamente significativas para el índice
de color polimérico.

1997), puesto que la temperatura del zumo está más alejada del óptimo de
estas enzimas endógenas y el tiempo de exposición es más corto. En el caso
de la interacción enzima-temperatura, la combinación Viscozyme L-50oC
reduce la proporción de color polimérico hasta el nivel más bajo. Los me-
jores resultados relacionados con el pack enzimático utilizado, pueden ser
debido a un menor contenido de actividades enzimáticas residuales.

El índice de color polimérico suele ser menor al 10% en frutas y vegetales
frescos (Türkyilmaz, Yemiş, & Ozkan, 2012). Sin embargo, una vez obte-
nido el zumo de frutas y vegetales, el valor se incrementa como resultado
de la formación de complejos antocianinas-taninos así como también por
la actividad de peroxidasas y polifenoloxidasas (Hager, Howard, Prior, &
Brownmiller, 2008). De hecho, Türkyilmaz et al. (2012) observaron que des-
pués de realizar el prensado, el zumo de arándanos sin clarificar presentaba
un 19% de color polimérico. Este resultado, lo atribuyeron a actividades
enzimáticas endógenas ya que en presencia de peróxido de hidrógeno y po-
lifenoles, las peroxidasas rápidamente oxidan las antocianinas produciendo
pardeamiento enzimático (Hager et al., 2008). En la etapa de despectini-
zación, Türkyilmaz et al. (2012) observaron un incremento significativo del
porcentaje de color polimérico, alcanzando valores del orden del 21%, este
incremento lo atribuyeron a la liberación de polifenoles y polifenoloxida-
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sas que se encontraban dentro de las células vegetales, pero también puede
deberse a actividades enzimáticas secundarias del pack enzimático utilizado.

Tabla 5.11. Propiedades reológicas del zumo de arándano despectinizado con los
diferentes packs enzimáticos comerciales en las diferentes condiciones estudiadas.

Enzima Temperatura Tiempo k n
(oC) (min) (Pa.sn) (adimensional)

Viscozyme L 50 60 0.0014 ± 0.0008 0.94 ± 0.14
150 0.002 ± 0.0003 1.0 ± 0.5

60 60 0.0010 ± 0.0004 1.02 ± 0.09
150 0.00209 ± 0.00114 0.88 ± 0.12

Rapidase ex color 50 60 0.007 ± 0.002 0.69 ± 0.05
150 0.009 ± 0.009 0.7 ± 0.2

60 60 0.008 ± 0.003 0.67 ± 0.04
150 0.0071 ± 0.0005 0.7034 ± 0.0114

k y n: índice de consistencia e índice de comportamiento al flujo respectivamente.

Los resultados relacionados con las propiedades reológicas de los zumos
de arándanos obtenidos en las distintas condiciones se presentan en la ta-
bla 5.11. El análisis ANOVA multifactorial para el índice de consistencia
indica que existen diferencias significativas entre el pack enzimático uti-
lizado. El pack Viscozyme L permite una mayor reducción del índice de
consistencia. En este caso no se encontraron interacciones estadísticamen-
te significativas entre los factores estudiados. Para la variable índice de
comportamiento al flujo, nuevamente, el pack enzimático tiene efectos sig-
nificativos, y los zumos obtenidos con este complejo comercial tienen un
comportamiento más newtoniano. En cambio, los zumos obtenidos con Ra-
pidase ex color tienen un comportamiento ligeramente más pseudoplástico.

Por último, en el análisis de los atributos del color, no se encontraron dife-
rencias estadísticamente significativas en la luminosidad. En cambio, la tem-
peratura tiene un efecto significativo en la saturación del color, produciendo
valores más elevados de saturación cuando la temperatura del tratamiento
es de 50oC. Por último, para la tonalidad se encontró que la temperatura y
el tiempo tienen efectos significativos. La temperatura de 60oC aumenta el
ángulo de la tonalidad hacia el color rojo. El tiempo de 150 minutos tien-
de a disminuir el ángulo de la tonalidad hacia los colores morados. Según
Waterhouse (2002), estos resultados pueden estar relacionados con la co-
pigmentación que sufren las antocianinas durante el procesado. Uno de los
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efectos que ocurren es un cambio hipercrómico es decir, un incremento en
la intensidad del color y el otro efecto es un desplazamiento batocrómico,
es decir un cambio hacia longitudes de onda de mayor absorción. En la ta-
bla 5.12 se presentan los resultados del análisis del color instrumental para
los distintos zumos.

Tabla 5.12. Color del zumo de arándano despectinizado con los diferentes packs
enzimáticos comerciales en las diferentes condiciones estudiadas.

Enzima Temperatura Tiempo L* a* b* C* h
(oC) (min)

Viscozyme L 50 60 2.4 ± 0.6 6.6 ± 0.9 0.45 ± 0.18 6.6 ± 0.9 3.8 ± 1.2
150 3.55 ± 0.14 8.9 ± 2.5 0.3 ± 0.2 8.9 ± 2.5 2.1 ± 1.3

60 60 2.89 ± 0.07 4.0 ± 0.3 1.8 ± 0.4 4.38 ± 0.15 24.846 ± 6.114
150 3.7 ± 0.9 6.6 ± 0.2 2.7 ± 0.2 7.15 ± 0.13 22.2 ± 2.6

Rapidase ex color 50 60 4.5 ± 0.6 9.1 ± 0.5 -0.1 ± 0.3 9.1 ± 0.5 -0.41 ± 1.96
150 3.1 ± 0.2 7.12 ± 0.14 -0.3 ± 0.3 7.13 ± 0.14 -2.5 ± 2.4

60 60 2.8 ± 0.8 3.7 ± 1.6 2.594 ± 0.095 4.6 ± 1.4 36.5 ± 11.3
150 2.9 ± 0.3 4.2 ± 1.6 2.2 ± 0.6 4.71 ± 1.71 28.74 ± 3.04

L*: índice de luminosidad; a* coordenada de color del eje verde-rojo; b* coordenadas de
color del eje azul-amarillo; C*: saturación o intensidad del color percibido; h: tonalidad
del color percibido.

Landbo et al. (2007) obtuvieron resultados similares en las condiciones del
tratamiento enzimático de bayas de saúco, en efecto, mediante un análisis de
regresión múltiple proponen que un aumento del tiempo de maceración, un
aumento de la temperatura y un aumento de la dosis de enzima aumentan
el rendimiento en zumo dentro de los límites de las condiciones analiza-
das (10-50 minutos; 32-60oC; 0.02–0.34 mL preparación enzimática/100g
de triturado). En cuanto a la extracción de antocianinas y fenoles, la ex-
tracción de fenoles se incrementó con el aumento de temperatura, pero el
incremento en las dosis del complejo enzimático sólo afectó el rendimiento
de antocianinas, mientras que el tiempo de maceración no tuvo efecto sobre
las antocianinas o fenoles totales.

5.2.3 Pérdida de componentes activos como consecuencia de las
operaciones de despectinización y separación de sólidos.

A continuación de la etapa de despectinización se realizó una separación
de sólidos mediante un tamiz. Para cuantificar el contenido de antocia-
ninas en cada fracción, se plantea un balance de materia para la etapa
despectinización-separación de sólidos como se puede apreciar en la figu-
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ra 5.9. Como corriente de entrada se identifica el arándano triturado y como
corrientes de salida se obtiene el zumo despectinizado y los residuos sólidos.
En la tabla 5.13 se presentan los resultados obtenidos del balance de mate-
ria para la despectinización del zumo de arándanos con el pack Viscozyme
L a 50oC durante 150 minutos.

Arándanos
triturados

Zumo de arándanos

Despectinización

Separación de sólidos Residuos
sólidos

Figura 5.9. Diagrama de flujo del proceso de obtención de zumo de arándano.

Tabla 5.13. Contenido de antocianinas totales, fenoles totales y color polimérico
del arándano fresco, l zumo obtenido y los residuos sólidos resultantes después
de la despectinización a 50oC con el pack Viscozyme L durante 150 minutos y
posterior separación de sólidos.

Antocianinas monoméricas Color polimérico Fenoles totales
(mg/100g fruta) (%) (mg GAE/100g fruta)

Arándano 123.6 ± 8.6 - 394.903 ± 5.104
Zumo 24 ± 6 24.3 ± 2.2 132.77 ± 11.12
Residuos 38.6 ± 5.6 45.8 ± 0.8 241.6 ± 11.7

El balance de materia planteado indica que alrededor de un 24% de anto-
cianinas monoméricas permanecen en el zumo despectinizado y filtrado por
un tamiz de 0.5mm, en tanto que otro 30% de antocianinas están retenidas
en los residuos sólidos. Mediante estas determinaciones no se consigue expli-
car el 46% restante de antocianinas. Probablemente ocurran reacciones de
degradación y polimerización que modifiquen las formas químicas de estos
compuestos. El contenido de antocianinas poliméricas de la fruta fresca es
del orden del 1% (Brownmiller et al., 2008). Sin embargo, el procedimiento
necesario para determinar el color polimérico en muestras sólidas (fruta y
residuos) provoca reacciones de polimerización que generan un indice de co-
lor polimérico mínimo del 20% en la fruta. Considerando esto, el índice de
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color polimérico real de los residuos sólidos sería del orden del 25%, lo que
concuerda con el índice determinado en el zumo. Ahora bien, si a la suma
de los índices de color polimérico determinados en el zumo y los residuos
se le resta la polimerización base debido al procedimiento experimental, el
resultado, alrededor del 50%, permitiría explicar el 46% de las antocianinas
que no fueron cuantificadas por el balance de antocianinas monoméricas. En
cuanto a fenoles totales, el balance de materia consigue explicar un 96% de
contenido inicial en fenoles. Se observa una partición de los mismos, un 36%
en el zumo y un 60% en los residuos sólidos, el 4% restante puede haber
sufrido reacciones de degradación. Brownmiller et al. (2008) analizaron las
pérdidas de antocianinas a lo largo del procesado de zumo de arándanos. En
sus resultados observaron que un 15% de la concentración original de anto-
cianinas se perdió en la torta de prensado, que un 25% más fue eliminado
con los sólidos separados durante el proceso de clarificación. Otros inves-
tigadores informaron pérdidas del 18% (Skrede et al., 2000; Hager et al.,
2008) y 42-55% (J. Lee et al., 2002) de antocianinas en la torta de prensado.
Por último Skrede et al. (2000), J. Lee et al. (2002), Srivastava et al. (2007),
Hager et al. (2008) informaron retenciones del orden del 22-34% de anto-
cianinas en zumos no clarificados. Las distintas condiciones de tratamiento,
el número de etapas, la temperatura y la duración del tratamiento térmico
pueden ser la causa de los distintos resultados obtenidos. Los resultados
obtenidos en nuestro caso se encuentran dentro de los valores obtenidos con
anterioridad mediante otros procedimientos.

5.2.4 Despectinización enzimática con levaduras con alta
actividad endopoligalacturonasa.

En colaboración con el laboratorio de Biología molecular del Instituto de
Ingeniería de Alimentos para el Desarrollo se planteó la utilización de en-
zimas provenientes de un cultivo de levaduras modificadas por medio de
la técnica de evolución genómica por diseño molecular en las cuales se ha
conseguido sobreexpresar el gen PGU1 que codifica para una endopoliga-
lacturonasa. Las ventajas de utilizar enzimas de esta fuente son, que las
levaduras producen enzimas pectinolíticas específicas y que podrían ser uti-
lizadas a temperatura ambiente, lo que podría aumentar el contenido de
componentes funcionales del zumo y mejorar sus propiedades sensoriales.
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Las cepas de levaduras utilizadas provienen de la Colección Española de
Cultivos Tipo y corresponden a la cepa número 1926 y tres de sus varian-
tes obtenidas por medio de la técnica de evolución genómica por diseño
molecular por Sani (2013).

Las características de cada una de las cepas son:

CECT 1926: Levadura industrial Saccharomyces bayanus, Saccardo
(1895), aislada de Coca-Cola contaminada. Cepa original.

1926-TP6: Cepa 1926 que contiene un marcador dominante de selec-
ción basado en la sobreexpresión del gen YAP1 y donde se ha susti-
tuido una copia del promotor del gen PGU1 por el promotor del gen
TDH3.

1926-12T: Cepa 1926 que contiene un marcador dominante de selec-
ción basado en la sobreexpresión del gen YAP1 y donde se ha susti-
tuido una copia del promotor del gen PGU1 por el promotor del gen
PGK1.

1926-12T4PO: Cepa 1926-12T que ha sufrido la eliminación del mar-
cador dominante de selección YAP1.

La modificación genética que permitió aumentar la productividad de la
enzima con actividad endopoligalacturonasa, se llevó a cabo sólo mediante
reacciones de PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa), utilizando como
ADN base para la construcción del fragmento utilizado para la evolución, el
propio ADN genómico de la cepa. El fragmento que se introdujo en la cepa
original contiene el gen YAP1 que codifica para un factor de transcripción
de la familia AP-1, responsable de la adaptación de la levadura a diversas
condiciones de estrés (Moye-Rowley et al., 1989; Kuge et al., 1997). De esta
manera, las cepas en las cuales la inserción del fragmento ha sido exitosa se
pueden seleccionar mediante la adición al medio de cultivo de compuestos
tóxicos tales como la cicloheximida y la cerulenina.

El promotor del gen de la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (PTDH3 )
y el promotor del gen PGK1, son dos promotores fuertes de la ruta de la
glicólisis que activan fuertemente la transcripción del factor de selección
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(gen YAP1 ) y del gen PGU1 durante el crecimiento de la levadura por
fermentación, sobreexpresando así ambos genes. Cada una de las secuencias
resultantes de las modificaciones genéticas realizadas en la zona del gen
PGU1 se presentan en la figura 5.10.

(a) CECT-1926

PPGU1

819pb

PGU1

523pb

(b) 1926-TP6

PPGU1 PPGK1 YAP1 PGU1t

819pb 769pb 2384pb 523pb

PTDH3

850pb

(c) 1926-12T

PPGU1 PPGK1 YAP1 PGU1t

819pb 769pb 2384pb 523pb

PPGK1

769pb

(d) 1926-12T4PO

PPGU1 PPGK1 PGU1

819pb 769pb 523pb

Figura 5.10. Secuencias de los transformantes obtenidos a partir de la cepa
CECT-1926 por Sani (2013).

En cuanto a las condiciones de crecimiento de las levaduras, en todos los ca-
sos, los cultivos se incubaron a 30oC. Los medios líquidos se mantuvieron en
agitación a 200 r.p.m. en un agitador orbital “C25 Incubator Shaker” (New
Brunswich Scientific, EE. UU.). Los medios de cultivo utilizados fueron los
siguientes:

Medio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose): este es un medio de
uso rutinario que aporta todos los nutrientes necesarios para que la
levadura crezca.

Medio definido con ácido poligalacturónico 2% (p/v) (YPA) (Sani,
2013): Este medio se utilizó para la determinación en placa de la
actividad endopoligalacturonasa de cepas de levaduras industriales.

Medio básico YNB + ácido poligalacturónico: Este es un medio míni-
mo que contiene YNB (Yeast Nitrogen Base) sin aminoácidos, glucosa,
sulfato amónico y ácido poligalacturónico (Sani, 2013).

En primer lugar fue necesario determinar cualitativa y cuantitativamente la
actividad endopoligalacturonasa de las cepas de levaduras disponibles, para
luego aplicar el extracto proveniente de la levadura con mayor actividad
endopoligalacturonasa en la despectinización de un triturado de arándanos.
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Para determinar cualitativamente la actividad endopoligalacturonasa de las
levaduras estudiadas, las cepas se incubaron en 2mL de medio YPD líquido
durante 48 horas a 30oC y 200 r.p.m. Se comprobó mediante lectura de la
absorbancia a 600nm de diluciones 1:100 de los cultivos, que el crecimiento
fuese el mismo en todas las cepas. Se realizó una dilución decimal seriada de
los cultivos líquidos de las cepas de interés, y se transfirieron aproximada-
mente 3µL de cada dilución con la ayuda de un replicador (Sigma-Aldrich
Co., EE. UU.) a placas de medio sólido YPA. Las placas se incubaron du-
rante 2 días a 30oC. La producción de la enzima endopoligalacturonasa se
detectó vertiendo HCl 6 N sobre la placa, según lo descrito por (Blanco,
Sieiro, Diaz, & Villa, 1994). Cuando la cepa es productora de dicha enzima,
aparece un halo de hidrólisis alrededor de la colonia, fácilmente reconocible
frente al medio opaco, cuyo tamaño está relacionado con la actividad PG.

El principio de las determinaciones cuantitativas de la actividad endopoliga-
lacturonasa es la cuantificación de la concentración de azúcares reductores.
Las endopoligalacturonasas actúan hidrolizando enlaces α1-4-glicosídicos en
el interior del polímero de ácido poligalacturónico (pectina), generando ca-
denas más cortas y liberando extremos reductores. En función de la revisión
bibliográfica realizada, se seleccionaron dos métodos de determinación de
azúcares reductores: el método del ácido dinitrosalicílico (DNS) (Wood et
al., 2012) y el método del bicinconinato de cobre (BCA) (McIntyre, Muker-
jea, & Robyt, 2013). El método del DNS consiste en la reacción del reactivo
de DNS compuesto por 10 g/L ácido 3,5-dinitrosalicilico (C7H4N2O7), 30
g/L tartrato de sodio y potasio (KNaC4H4O6 · 4H2O) y 16 g/L hidróxido
de sodio (NaOH) con la muestra a analizar. Las condiciones de tiempo y
temperatura de reacción fueron evaluadas para conseguir una reacción total
y estable. El volumen de reacción fue de 1mL y la relación muestra:reactivo
se estableció en 1:20 según lo propuesto por Wood et al. (2012). Se ensa-
yaron temperaturas de reacción de 90 y 99oC; y tiempos de reacción de 2,
3, 4 y 5 minutos. La absorbancia se midió a 540 y 580nm. Las curvas de
calibrado se construyeron entre 250 y 1250µg de ácido galacturónico. Por
otro lado, el método del BCA consiste en la reacción del reactivo de BCA
que se obtiene al mezclar en una relación 1:1 una solución A compuesta
por 54.28 g/L (512mM) carbonato de sodio Na2CO3, 24.2 g/L (288mM)
de bicarbonato de sodio NaHCO3 y 1.942 g/L (5mM) 2,2’-bicinconinato de
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sodio (C20H10N2Na2O4 · xH2O). La solución B fue preparada disolviendo
1.248 g/L (5mM) sulfato de cobre pentahidratado CuSO · 5H2O y 1.262
g/L (12mM) de L-serina. Ambas soluciones se conservan en oscuridad y
refrigeradas. El volumen de reacción se mantuvo en 1mL y la proporción
reactivo-muestra fue 1:1. Las condiciones de reacción fueron 30 minutos a
80oC. Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron a 560nm.

5.2.5 Determinación cualitativa de la actividad
endopoligalacturonasa.

En la figura 5.11 se pueden observar los halos de inhibición que generan
cada una de las cepas. Se observa un notable incremento de la actividad
endopoligalacturonasa en las cepas transformantes.

Figura 5.11. Determinación cualitativa de la actividad endopoligalacturonasa de
las distintas cepas de levadura.

En la tabla 5.14 se presentan las áreas de cada halo de inhibición. Se pue-
de observar como efectivamente, los transformantes poseen una actividad
endopoligalacturonasa unas 5 veces mayor que la cepa original.

5.2.6 Métodos para determinar la actividad enzimática.

Para poder determinar de manera cuantitativa la actividad enzimática de
los extractos provenientes de los cultivos de las distintas cepas de levadu-
ras fue necesario poner a punto los métodos de determinación de azúcares
reductores. Para realizar las determinaciones se utilizaron volúmenes pe-
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Tabla 5.14. Área del halo de inhibición resultante de la actividad endopoligalac-
turonasa para las distintas cepas de levadura.

Cepas Halo de inhibición
(mm2)

1926 105.1 ± 1.9
1926-TP6 628.9 ± 41.9
1926-12T 517.2 ± 69.9
1926-12T4PO 524.7 ± 63.1

queños de reacción que se colocaron en tubos de base cónica eppendorf de
1.5mL. El calentamiento se realizó en cabezales de calefacción Thermomixer
Comfort (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania).

Método del DNS.

En primer lugar, se decidió ensayar el método del DNS, por ser un méto-
do más rápido de determinación aunque de menor sensibilidad. En relación
al ajuste del tiempo y temperatura de reacción, en las figura 5.12a y fi-
gura 5.12b se observa que al aumentar el tiempo de reacción y la tempe-
ratura, mejora la determinación analítica ya que se observa una reacción
más completa y un aumento de la linealidad. En cuanto a la longitud de
onda utilizada para medir la absorbancia se observó que a 540nm se obtiene
mayor sensibilidad, pero mayor saturación de la señal y a 580nm se obtie-
ne una mejor linealidad pero menor sensibilidad, estos resultados están en
concordancia con lo observado por Wood et al. (2012).

Las curvas a 580nm fueron linealizadas y comparando las pendientes y los
valores R2 se seleccionó la combinación temperatura-tiempo de 99oC-5min
de reacción. Teniendo en cuenta que cuando se utiliza el Thermomixer lleno
se produce un descenso en la temperatura en el momento de colocar los
tubos eppendorf con la mezcla de reacción, se decidió extender el tiempo de
reacción dos minutos más. En conclusión, se adoptó el tiempo de reacción
de 7 minutos y temperatura de 99oC.

Teniendo en cuenta que el ácido poligalacturónico es el polímero patrón
que se utilizará para la determinación de la actividad enzimática de los
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Figura 5.12. Ajuste del método del DNS.

extractos del medio de crecimiento de las levaduras, se construyeron curvas
de calibrado sin y con la adición de este patrón, en una concentración del
1.25% en tampón acetato, para evaluar si aportaba ruido de fondo en la
determinación de azúcares reductores.

En la tabla 5.15 se presentan las linealizaciones de las curvas de calibrado
obtenidas sin y con la adición de ácido poligalacturónico. Como se pue-
de observar, el ajuste es muy bueno, con un R2 de 0.99 y las pendientes
son similares, por lo cual el patrón para las determinaciones de actividad
enzimática no aporta un ruido de fondo significativo.

Tabla 5.15. Curvas de calibrado sin y con adición de ácido poligalacturónico.

Curva de calibrado Linealización Ajuste

Sin PoliG. y = 0,0014x− 0,105 R2 = 0.9908
Con PoliG. y = 0,0012x+ 0,0039 R2 = 0.9989

A continuación se realizó un ensayo del procedimiento para determinar la
actividad enzimática. Para esto se preparó un cóctel que contenía 250µL
de una solución de ácido poligalacturónico al 2%, 200 µL de tampón acéti-
co/acetato 250mM y 50µL de muestra correspondiente a un extracto de me-
dio YPD donde se había hecho crecer la cepa de levadura TP6. La muestra
se preparó centrifugando una alícuota del medio y tomando el correspon-
diente volumen del sobrenadante. La reacción enzimática se realizó a 45oC
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en Thermomixer; las muestras se tomaron cada 10 minutos. La reacción
enzimática se detuvo por cambio de temperatura (0oC, hielo) y cambio de
pH (reactivo de DNS). Se preparó un blanco con la muestra tratada térmi-
camente durante 10 minutos a 99oC (para desnaturalizar las enzimas).

Los resultados obtenidos no definieron ninguna recta, ni a 540 ni a 580nm.
Teniendo en cuenta esto, se decidió introducir una serie de modificaciones
en las condiciones de la determinación enzimática con el fin de mejorar la
respuesta. Las modificaciones se fueron ensayando en el siguiente orden:

1. Se decidió medir cada 1 hora la actividad y utilizar sobrenadante
proveniente de un cultivo con medio YNB y ácido poligalacturónico:
no se consiguieron mejorar los resultados.

2. Se modificaron las cantidades de tampón y muestra. Se utilizaron
150µL de tampón acético/acetato 250mM y 100µL de muestra: se
observó una mejora en los resultados.

3. Se decidió determinar la actividad enzimática de un pack enzimático
comercial (Rapidase ex color) proveniente de Aspergillus niger.

En las figuras figura 5.13a, figura 5.13b, figura 5.13c, figura 5.13d, se pue-
de observar cómo los cambios introducidos de forma secuencial permitieron
mejorar la determinación enzimática. Sin embargo se propuso que los pro-
blemas encontrados se deben a que la sensibilidad del método del DNS no es
la suficiente como para determinar la actividad enzimática de los extractos
por lo que se decidió comparar la utilidad del método del DNS con la del
BCA y decidir acerca de la técnica más idónea.

Método del BCA.

Al igual que en el método del DNS, se construyeron curvas de calibrado para
validar el método del BCA. Al ser éste un método 100 veces más sensible
(McIntyre et al., 2013) las curvas de calibrado se construyeron en un rango
de 0.5 a 7.5 µg de ácido galacturónico. A continuación, se comprobó que el
fondo del ácido poligalacturónico no interfiriera en la determinación de la
actividad enzimática. Por último se realizó la determinación de la actividad
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Figura 5.13. Determinación de la actividad enzimática a 540nm.

enzimática de extractos de las levaduras cultivadas y del pack enzimático
comercial.

La curva de calibrado utilizada en la determinación de la actividad enzimá-
tica se presenta en la figura 5.14

Debido a la elevada sensibilidad del método, no fue posible determinar la
actividad enzimática en el extracto proveniente del cultivo de levaduras ya
que el contenido de azúcares reductores del extracto enzimático es conside-
rable. Como solución, se planteó la purificación del extracto por filtración
en gel, de esta manera se podrían eliminar los azúcares reductores presentes
en el medio de cultivo.
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Figura 5.14. Curva de calibrado para la cuantificación de azúcares reductores.

La filtración en gel se realizó en columnas de 1mL rellenadas con Sephadex R©

G-25 fino (Sigma-Aldrich Co. LLC.), que se hidrató con agua 1 hora a
90oC. Las columnas se equilibraron pasando 4 volúmenes de tampón aceta-
to 62.5mM. Las columnas empaquetadas se centrifugaron a 1500G en una
centrífuga de rotor oscilante (Mixtasel-BL, JP Selecta S. A., España) para
que la muestra atravesara la columna en dirección paralela al eje vertical
de la jeringa. El volumen de muestra a filtrar fue de 100µL.

Teniendo en cuenta que el proceso de filtrado en gel también puede retener
proteínas fue necesario cuantificar el contenido de proteínas en las muestras
antes y después de ser filtradas. La determinación del contenido de proteí-
nas se realizó por el método Bradford. Para ello, se hizo reaccionar 1mL
de muestra (previamente diluida 1:100) con 1mL de reactivo de Bradford
(Sigma-Aldrich Co. LLC.). La absorbancia se midió a 595nm. La concentra-
ción de proteína se calculó a partir de una curva patrón de BSA (albúmina
de suero bovino) de 1-7 µg. Esta curva se presenta en la figura 5.15

Una vez filtrado el extracto enzimático, se realizó la determinación de la
actividad enzimática para un cultivo de levaduras de 24 y 48 horas.A las
24 horas de cultivo se extrajo una alícuota del extracto para determinar la
actividad enzimática y se determinó el contenido de proteína. A las 48 ho-
ras, se repitió la extracción y determinación de actividad enzimática. Para
medir la actividad endopoligalacturonasa, se preparó una mezcla de reac-
ción que contenía entre 10-25µL del extracto enzimático, 25µL de tampón
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Figura 5.15. Curva de calibrado para la cuantificación de proteína.

acetato 187.5mM y 200µL de una solución de ácido poligalacturónico al
2%. El ensayo enzimático se realizó a 45oC, extrayendo muestras cada 1-
2 minutos durante 6-10 minutos en función de la actividad de la cepa de
levadura. La reacción se detiene por efecto de cambio de pH, descenso de
la temperatura y dilución, al colocar la alícuota extraída de la reacción en
tampón bicarbonato (pH 10) en una dilución 1:100 y en hielo.

5.2.7 Determinación cuantitativa de la actividad enzimática de
los extractos de levadura.

En la tabla 5.16 se pueden observar los resultados preliminares obtenidos
para los dos tiempos de cultivo, 24 y 48 horas, para cada una de las cepas
estudiadas.En cuanto al contenido de proteína, los valores obtenidos son
superiores al determinado en el pack enzimático Rapidase ex color (81 ±
3 µg eq BSA/mL) y similares al del pack Viscozyme L (148 ± 11 µg eq
BSA/mL).

En términos de actividad enzimática específica, se puede observar que las
levaduras modificadas por evolución genómica poseen una actividad entre
16 y 25 veces superior que la levadura 1926 original. Esto está relacionado
con la modificación genética introducida, puesto que el promotor del gen
que codifica para la enzima endopoligalacturonasa, fue cambiado por un
promotor fuerte de la vía de la glicólisis. Esto quiere decir que mientras la
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Tabla 5.16. Actividades enzimáticas de las distintas cepas de levadura.

Cepa Tiempo de Proteína Actividad enzimática Actividad enzimática
cultivo específica del extracto
(horas) (µg) (µgGalact./min ∗ µL ∗ µg) (µgGalact./min ∗ µL)

1926 24 79.79 ± 6.12 0.0136 ± 0.0003 1.09 ± 0.02
48 96.8 ± 8.2 0.006 ± 0.003 0.6 ± 0.3

1926-TP6 24 176.5 ± 29.9 0.1639 ± 0.0105 28.9 ± 1.8
48 126.7 ± 5.5 0.22 ± 0.02 27.39 ± 2.02

1926-12T 24 132 ± 3 0.21 ± 0.05 28.2 ± 6.8
48 156 ± 7 0.17 ± 0.04 26.98 ± 6.06

1926-12T4PO 24 82.827 ± 4.102 0.18 ± 0.03 15.0 ± 2.3
48 104.37 ± 10.13 0.246 ± 0.006 25.6 ± 2.6

levadura esté en fase exponencial de crecimiento, el promotor PTDH3 en
el caso de la cepa 1926-TP6 y el promotor PPGK1 en el caso de la cepa
1926-12T y 1926-12T4PO estarán activando fuertemente la transcripción
del gen PGU1 que codifica para la síntesis de una enzima con actividad
endopoligalacturonasa.

La actividad enzimática final del extracto, depende del nivel de crecimiento
alcanzado por la cepa de levadura y por lo tanto, con la producción de
enzima. Un indicador de la cantidad de enzima producida es el contenido
de proteína del extracto. Por esta razón, el extracto con mayor contenido
de proteína es el que mayor actividad enzimática posee.

En la tabla 5.17 se puede observar la comparación de la actividad enzi-
mática máxima determinada para cada uno de los extractos de levadura y
para los packs enzimáticos comerciales. En términos generales, existen tres
niveles de actividad, el más bajo corresponde a la cepa de levadura 1926, el
intermedio al pack Rapidase ex color y el nivel de actividad más alto es el
determinado en las cepas de levadura 1926-TP6, 1926-12T, 1926-12T4PO y
el pack comercial Viscozyme L.

Teniendo en cuenta la elevada actividad enzimática de los extractos de le-
vaduras modificadas por evolución genómica, se decidió elegir la cepa 1926-
12T4PO por ser la cepa que ha perdido el marcador dominante de selección
y por lo tanto la que posee el menor número de modificaciones en el genoma
original.
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Tabla 5.17. Actividad enzimática de los extractos de levadura y packs comercia-
les.

Fuente Actividad enzimática
(µgGalact./min ∗ µL)

1926 1.09 ± 0.02
1926-TP6 28.9 ± 1.8
1926-12T 28.2 ± 6.8
1926-12T4PO 25.6 ± 2.6
Viscozyme L 33.4 ± 7.8
Rapidase ex color 13.2 ± 2.7

5.2.8 Despectinización del zumo de arándanos con el extracto
de levadura 1926-12T4PO.

La despectinización enzimática con el extracto de levadura se realizó al
0.2% y a temperatura ambiente (25oC). La elaboración del zumo se realizó
siguiendo el mismo diagrama de flujo utilizado en el caso de la despectini-
zación con los packs enzimáticos comerciales (figura 5.6). Sobre la materia
prima y el producto final se realizaron las mismas determinaciones físicas:
reología y color instrumental; y funcionales: antocianinas monoméricas, fe-
noles totales y índice de color polimérico.

En la tabla 5.18 se presentan los resultados del ajuste del modelo de Ostwald-
de-Waele de las propiedades reológicas del zumo de arándano despectinizado
con un extracto enzimático proveniente del cultivo de la levadura 1926-
12T4PO. Las muestras de zumo tomada a 60 y 150 minutos no pudieron
ser filtradas por el tamiz de 0.5mm. Esto se debe a que la intensidad del
tratamiento de despectinización no fue la suficiente. Por esta razón, el zumo
tiene un alto índice de consistencia y un bajo índice de comportamiento al
flujo. En términos generales, el zumo tiene características pseudoplásticas.
Para obtener mejores resultados reológicos será necesario ajustar la dosis
de extracto enzimático utilizado.

Desde el punto de vista del color instrumental, como se puede observar en
tabla 5.19, se obtiene un producto que tiene una mayor luminosidad, mayor
saturación y una tonalidad similar al zumo obtenido con el pack enzimático
comercial Viscozyme L a 50oC. Estos resultados indican que el tratamiento
de despectinización produjo una considerable extracción de color de las
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Tabla 5.18. Propiedades reológicas del zumo despectinizado mediante un extracto
enzimático de levadura.

Tiempo k n
(min) (Pa.sn) (adimensional)

1926-12T4PO 60 11.1 ± 0.7 0.28 ± 0.05
150 12.6 ± 0.9 0.21 ± 0.04

k y n: índice de consistencia e índice de comportamiento al flujo respectivamente.

pieles del arándano. Además, la mayor intensidad y saturación del color del
zumo obtenido, puede estar relacionado con el hecho de que el tratamiento
de despectinización se realizó a temperatura ambiente.

Tabla 5.19. Color instrumental del zumo despectinizado mediante un extracto
enzimático de levadura.

Enzima Tiempo L* a* b* C* h
(min)

1926-12T4PO 60 7.23 ± 0.06 14.0 ± 0.2 2.320 ± 0.114 14.2 ± 0.2 9.4 ± 0.6
150 6.57 ± 0.08 13.3 ± 0.3 2.4 ± 0.4 13.5 ± 0.2 10.4 ± 1.8

L*: índice de luminosidad; a* coordenada de color del eje verde-rojo; b* coordenadas de
color del eje azul-amarillo; C*: saturación o intensidad del color percibido; h: tonalidad
del color percibido.

Por último, los resultados del contenido de componentes funcionales se pre-
senta en la tabla 5.20. En principio, se observa un ligero aumento del con-
tenido de antocianinas monoméricas al aumentar el tiempo de tratamiento.
Esto puede estar relacionado con el avance del proceso de despectinización
que produce una mayor rotura de estructuras, liberando las antocianinas.
La concentración de antocianinas a los 150 minutos es similar al obtenido en
el caso del tratamiento con el pack enzimático comercial. Probablemente,
una mayor dosis de extracto enzimático de levadura, produciría una mayor
extensión del proceso de despectinización y permitiría una mayor liberación
de estos compuestos. La cantidad de antocianinas que permanecen en los
restos sólidos no pudo ser determinada debido a que, como se dijo anterior-
mente, no fue posible aplicar la etapa de separación de sólidos. En términos
de color polimérico, los resultados son notablemente mejores puesto que los
valores obtenidos en este caso son del orden de la mitad de los obtenidos
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para el tratamiento con los packs comerciales. Esto puede deberse a que al
no calentar el zumo a 50-60oC las reacciones de degradación y/o polime-
rización no se verifican con la misma intensidad. Por último, en términos
de fenoles totales, se observa que alrededor del 60% están presentes en el
zumo de arándanos. Este contenido es casi el doble del determinado en el
ensayo de despectinización con Viscosyme L. Nuevamente, no fue posible
cuantificar que cantidad de fenoles totales permanecieron retenidos en los
residuos sólidos.

Tabla 5.20. Propiedades funcionales del zumo despectinizado con extracto de
levadura 1926-12T4PO.

Antocianinas monoméricas Color polimérico Fenoles totales
(mg/100g) (%) (mg GAE/100g)

Arándano 108 ± 7 - 252 ± 3
Zumo 60min 23.9 ± 1.8 13.56 ± 0.13 161 ± 4
Zumo 150min 33.2 ± 9.6 11.3 ± 0.3 161 ± 8

5.2.9 Conclusiones parciales.

Los resultados obtenidos confirman que la etapa de despectinización del
triturado de arándanos es de vital importancia tanto desde el punto de
vista tecnológico como funcional.

En términos generales, es fundamental realizar una correcta elección de la
fuente de enzimas pectinolíticas, lo que determinará el rango de condiciones
de tiempo y temperatura de tratamiento de despectinización. Estas tres
variables condicionarán la calidad funcional del producto final.

Desde el punto de vista tecnológico, la utilización de complejos enzimáticos
comerciales, en el rango de temperaturas recomendado, asegura sin ningún
problema propiedades reológicas (bajo índice de consistencia) adecuadas del
producto final. En el caso de la aplicación de las levaduras modificadas por
evolución genómica, los resultados preliminares presentados, indican que es
necesario realizar un ajuste de la dosis utilizada para lograr reducir el índice
de consistencia del producto final.

En términos funcionales, entre las dos opciones comerciales utilizadas, se
obtuvieron mejores resultados con el pack enzimático Viscozyme L, a una
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temperatura de 50oC y 150min. Por otro lado, a priori, la utilización de un
extracto enzimático proveniente de levaduras permitiría elaborar un zumo
con un mayor contenido de antocianinas y fenoles totales y un menor índice
de color polimérico. Además, el hecho de realizarse a temperatura ambiente
tendría como beneficios unas mejores características de color y supondría un
proceso más económico ya que no sería necesario realizar un calentamiento
de la mezcla de reacción.

5.3 Homogeneización de zumo de arándano.

Con el objetivo de evaluar el efecto del tratamiento de homogeneización a
bajas y altas presiones sobre los componentes funcionales, el tamaño de las
partículas en suspensión, la turbidez, el color y las propiedades reológicas
del zumo de arándanos, se sometió al zumo obtenido según el procedimiento
descrito en la sección 5.2 a un tratamiento de homogeneización a 25, 50, 100
y 150 MPa. Las muestras se obtuvieron cuando el equipo se encontraba en
estado estacionario a la presión correspondiente ±5MPa. Adicionalmente,
se registró la temperatura a la entrada y la temperatura del zumo a la salida
del homogeneizador.

En la fruta y el zumo inicial se determinaron el contenido de sólidos solubles,
el pH, la acidez y la pulpa suspendida. Los resultados se presentan en la
tabla 5.21.

Tabla 5.21. Propiedades fisicoquímicas de los arándanos congelados y el zumo de
arándano.

Fruta Zumo de arándanos

Sólidos solubles 12.1 ± 0.8 13.28 ± 1.12
Acidez 0.563 ± 0.102 0.602 ± 0.114
Pulpa suspendida - 8.9 ± 0.5
pH 3.487 ± 0.107 3.25 ± 0.04

Sólidos solubles están expresados en oBrix; acidez en gramos de ácido cítrico/100g.

En primer lugar, cabe destacar que el aumento de temperatura debido
al procesado a altas presiones, en el rango estudiado, fue del orden de
0.15±0.03oC/MPa. Estos resultados se encuentran en el rango de los ob-
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servados por otros autores (Cortés-Muñoz et al., 2009; Picart et al., 2006;
Thiebaud et al., 2003).

A continuación se exponen los resultados relacionados con la caracterización
física de los zumos de arándanos homogenizados a distintas presiones. Los
valores de pulpa suspendida y turbidez se presentan en la tabla 5.22. Para
la pulpa suspendida a 365G se observan unos porcentajes bajos de pulpa
sedimentable, lo que indica cierta estabilidad de la nube. En general, se
observa una disminución del porcentaje en pulpa separada por centrifuga-
ción, a medida que aumenta la presión de homogeneización. Esto concuerda
con los resultados esperados ya que a mayor presión de homogeneización
menor es el tamaño de las partículas en suspensión y más estable debería
resultar la nube. Diferencias estadísticamente significativas se encontraron
para las presiones por debajo de 50 y por encima de 100 MPa, marcando
las presiones de 100 y 150MPa como las que más estabilidad aportan a la
nube. En términos de la pulpa suspendida a 3000G también se observan
unos valores bajos de pulpa sedimentada, y aunque existe una ligera ten-
dencia a disminuir aún más el porcentaje con el aumento de la presión de
homogeneización, no existen diferencias significativas.

En términos de turbidez, también se observan tendencias que indican que
a mayor presión de homogeneización más estable es la nube, sin embargo,
el color de fondo del zumo de arándanos le quita sensibilidad al método de
determinación del porcentaje de transmitancia.

Tendencias similares fueron encontradas por E. Betoret, Betoret, Carbo-
nell, and Fito (2009) para el tratamiento de zumos cítricos a presiones de
homogeneización entre 0-30MPa.

Tabla 5.22. Pulpa suspendida y turbidez de los zumos homogeneizados a distintas
presiones.

0 MPa 25 MPa 50 MPa 100 MPa 150 MPa

365G Pulpa Suspendida 8.9 ± 0.5 7.851 ± 1.109 6.9 ± 1.7 4.9 ± 0.7 4.0 ± 0.6
Turbidez 1.5 ± 0.4 1.1 ± 0.4 0.9 ± 0.6 0.84 ± 0.06 0.72 ± 0.18

3000G Pulpa Suspendida 6 ± 1 5.6 ± 1.5 5.6 ± 1.4 5.04 ± 0.04 3.7 ± 0.3
Turbidez 6.4 ± 0.8 6.23 ± 1.04 7.4 ± 2.4 5.8 ± 1.3 4.4 ± 1.7

La distribución del tamaño de partículas del zumo sin tratamiento de homo-
geneización y los zumos tratados a 25, 50, 100 y 150 MPa se presenta en la
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figura 5.16. Como se puede observar, el zumo sin tratamiento de homogenei-
zación presenta una distribución monomodal con un máximo en 138.04µm.
En cambio, las muestras sometidas al proceso de homogeneización presen-
tan distribuciones bimodales con un primer pico alrededor de 2-3µm y un
segundo pico en torno a 45-80µm.
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Figura 5.16. Distribución del tamaño de partícula en los zumos tratados a las
diferentes presiones de homogeneización.

Los parámetros relacionados con el tamaño de partículas del zumo sin tra-
tamiento de homogeneización y los tratados a las distintas presiones se pre-
sentan en la tabla 5.23. Al tratarse de distribuciones bimodales de tamaño
de partículas, no es suficiente un parámetro de la distribución para poder
observar el efecto del tratamiento. La información que permite obtener el
parámetro D[3,2] está más cercana a los valores del primer modo de la distri-
bución en tanto que los valores del parámetro D[4,3] parecen correlacionarse
mejor con los tamaños de partícula del segundo modo. Tanto en los valores
de estos dos diámetros equivalentes, como en los valores de los d10, d50 y d90
se aprecia una tendencia a la disminución del tamaño de partícula a medida
que aumenta la presión de homogeneización. En términos del parámetro
D[4,3], se encontraron diferencias significativas para las muestras 0-25MPA
y las tratadas a 100-150MPa

Analizando estadísticamente los parámetros D[4,3] y D[3,2], se encontraron
diferencias significativas entre la muestra sin tratamiento y las muestras
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tratadas a altas presiones. Entre los niveles de presiones aplicadas no se
encontraron diferencias significativas.

Tabla 5.23. Tamaño de partícula de los zumos de arándanos tratados a las dife-
rentes presiones de homogeneización.

Presión de 1o Moda 2o Moda D[4,3] D[3,2] d(0,1) d(0,5) d(0,9)
homogeneización (MPa) (µm) (µm) (µm) (µm) (µm) (µm) (µm)

0 138.04 162.95 ± 22.6d 14.3 ± 2.4b 10.2 ± 5.3 122.2 ± 10.8 358.3 ± 61.4
25 MPa 3.31 79.43 44.4 ± 3.4c 3.76 ± 0.17a 1.15 ± 0.04 23.2 ± 3.6 118.4 ± 5.6
50 MPa 2.51 69.18 38.5 ± 0.9ab 3.15 ± 0.12a 0.98 ± 0.04 16.0 ± 2.7 107.2 ± 2.9
100 MPa 1.91 45.71 23.2 ± 1.2a 2.13 ± 0.03a 0.753 ± 0.006 4.10 ± 0.18 70.468 ± 2.012
150 MPa 2.19 45.71 25.6 ± 1.6a 2.29 ± 0.12 0.77 ± 0.02 6.5 ± 2.8 75.4 ± 2.4

D[3,2] Diámetro medio en función de la superficie (Diámetro medio de Sauter): Es el pro-
medio ponderado del diámetro de las partículas calculado asumiendo partículas esféricas
con la misma superficie que las partículas reales. D[4,3] Diámetro medio en función del
volumen (Diámetro medio de De Brouckere): es la media ponderada del diámetro cal-
culado asumiendo partículas esféricas del mismo volumen que las partículas reales. d10,
d50 and d90: d10, d50 and d90: tamaño de partícula, por debajo del cual, se encuentran el
10%, 50% y 90% de las partículas del zumo. Distintos superíndices en la misma columna
indican diferencias estadísticamente significativas.

Los resultados de color instrumental se presentan en la tabla 5.24. El análi-
sis estadístico permite distinguir dos grupos, uno formado por las muestras
tratadas a 0, 100 y 150MPa y el otro formado por las muestras tratadas a 25
y 50MPa. Se encontraron diferencias significativas en términos de luminosi-
dad (L*), registrándose un aumento en este parámetro para las presiones de
tratamiento de 25 y 50MPa. Aunque sin diferencias estadísticamente signi-
ficativas, se observaron cambios similares en las coordenadas psicométricas
de saturación y tonalidad. Se observó un aumento de la saturación del color
a 25 y 50MPa con respecto a la muestra control y a las tratadas a 100 y
150MPa. En términos de tonalidad, se observa a 25 y 50MPa el ángulo de
tonalidad hacia colores más rojos. Sin embargo, en términos de la diferen-
cia global de color, las diferencias no son lo suficientemente grandes como
para que el consumidor aprecie diferencias entre los colores de los distintos
zumos. Es escasa la información publicada que correlacione la diferencia
global de color con la percepción visual de los cambios de color en zumos
de arándanos. Stojanovic and Silva (2007) analizaron el cambio de color en
arándanos con diferentes tratamientos. Las coordenadas de color las midie-
ron en el espacio Hunter Lab y encontraron diferencias globales de color del
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orden de siete puntos, diferencias que resultaron imperceptibles a simple
vista.

Tabla 5.24. Color instrumental de los zumos tratados a distintas presiones de
homogeneización.

Presión de L* a* b* C* h ∆E
Homogeneización (MPa)

0 5.9 ± 1.6a 12.20 ± 2.06 1.0 ± 0.3 12.25 ± 2.08a 4.8 ± 0.9ab -
25 7.93 ± 0.09b 13.96 ± 0.12 1.65 ± 0.06 14.06 ± 0.13ab 6.74 ± 0.18bd 2.78 ± 0.15
50 7.58 ± 0.06b 14.47 ± 0.05 1.9 ± 0.2 14.59 ± 0.07b 7.3 ± 0.7d 2.95 ± 0.13
100 5.12 ± 0.04a 12.38 ± 0.12 0.89 ± 0.07 12.41 ± 0.12ab 4.1 ± 0.3a 0.84 ± 0.13
150 5.47 ± 0.02a 12.87 ± 0.17 1.28 ± 0.03 12.94 ± 0.17ab 5.7 ± 0.2bc 0.828 ± 0.099

L*: índice de luminosidad; a* coordenada de color del eje verde-rojo; b* coordenadas de
color del eje azul-amarillo; C*: saturación o intensidad del color percibido; h: tonalidad
del color percibido.

Por último se presentan los resultados obtenidos de las determinaciones fun-
cionales realizadas a cada uno de los zumos. El contenido de antocianinas
monoméricas fue ligeramente superior en el zumo no tratado y en los tra-
tados a 25 y 50MPa. La disminución del contenido de antocianinas en los
zumos tratados a 100 y 150MPa puede estar relacionado con procesos de
polimerización que ocurren durante las sucesivas etapas de tratamiento del
zumo y/o por el mayor calentamiento experimentado como consecuencia
de una más alta presión de tratamiento. Esto está en concordancia con los
resultados de Barba et al. (2013), que observaron que el tratamiento de al-
tas presiones hidrostáticas principalmente puede modificar los mecanismos
de degradación de antocianinas afectando las moléculas implicadas en la
cinética de reacción, principalmente enzimas.

Por otra parte, en los compuestos fenólicos se observó un incremento del
orden del 11% para las presiones de 100 y 150MPa. Barba et al. (2013)
obtuvieron resultados similares en el tratamiento con altas presiones hi-
drostáticas de zumo de arándanos, observando que los fenoles parecen ser
relativamente resistentes al tratamiento con altas presiones, registrando in-
crementos del orden 13-27% para tratamientos a 200MPa por un tiempo
entre 5-15 minutos y un aumento del 24% después de un tratamiento a
400MPa durante 15 minutos. Corrales, Toepfl, Butz, Knorr, and Tauscher
(2008) también observaron un incremento en el contenido de fenoles en el
tratamiento con altas presiones hidrostáticas aplicadas a subproductos de la
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uva. Estos incrementos en el contenido de fenoles pueden estar relacionados
con un aumento en la extracción de algunos compuestos antioxidantes como
consecuencia del tratamiento de altas presiones (Barba et al., 2013).

En cuanto a la capacidad antirradical, determinada tanto por el método
del DPPH como por el método del ABTS se observó un pequeño aumento.
Esto puede ser consecuencia del aumento en el contenido de fenoles y/o a
la formación de compuestos de Maillard (que reaccionan con los radicales)
producto del aumento de temperatura que ocurre durante la homogeneiza-
ción a altas presiones. Un comportamiento similar fue observado por Hager
et al. (2008) en la pasteurización de zumo de frambuesas.

Tabla 5.25. Propiedades funcionales de los zumos tratados a diferentes presiones
de homogeneización.

Presión de Antocianinas Fenoles totales Capacidad Anti-radical
Homogeneización (MPa) (ppm) (ppm) DPPH (ppm) ABTS (ppm)

0 109.5 ± 19.6 1710.2 ± 109.3 909 ± 48 2661.8 ± 398.8
25 135.26 ± 22.16 1602.3 ± 43.5 896.5 ± 27.5 2270.24 ± 227.06
50 116.9 ± 12.4 1612 ± 14 892.2 ± 24.3 2371.4 ± 299.6
100 62.5 ± 5.5 1930.6 ± 12.9 931.698 ± 29.013 2961.7 ± 119.8
150 85.2 ± 18.2 1936.8 ± 6.4 987.8 ± 12.2 3115 ± 134

El contenido de antocianinas está expresado en mg cianidina-3-glucósido/L, fenoles tota-
les en mg GAE/L, la capacidad antirradical por el método del DPPH en mg equivalentes
de ácido ascórbico/L, la capacidad antirradical por el método del ABTS en mg trolox
equivalentes/L.

Los zumos con y sin tratamiento de homogeneización fueron analizados por
HPLC con la finalidad de determinar el contenido de antocianinas específi-
cas y determinar si ocurren cambios en el perfil de compuestos presentes en
los distintos zumos. Los resultados de la cuantificación de las antocianinas
delfinidina, cianidina y malvidina se presentan en la tabla 5.26. Como se
puede observar, no existen diferencias en las concentraciones de estas tres
antocianinas. Esto indicaría que el tratamiento de homogeneización no mo-
difica sensiblemente el perfil de antocianinas de los zumos. En la figura 5.17
se presentan los cromatogramas obtenidos.

Debido a que una de las posibilidades de industrialización del zumo de arán-
dano consiste en utilizarlo como ingrediente para la elaboración de alimentos
funcionales y teniendo en cuenta la reducción del tamaño de partícula y el
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Tabla 5.26. Contenido de antocianinas específicas para los zumos homogeneizados
a las diferentes presiones.

Presión Delfinidina Cianidina Malvidina
(MPa) (ppm) (ppm) (ppm)

0 1.0 ± 0.3 2.7 ± 0.2 15.0 ± 0.6
25 1.3 ± 0.4 2.6 ± 0.9 16.1 ± 0.6
50 1.6 ± 0.2 3.1 ± 0.9 17.0 ± 0.7
100 2.0 ± 0.3 3.2 ± 0.5 15.6 ± 0.8
150 1.5 ± 0.3 2.9 ± 0.3 15.2 ± 0.6

1 2 3

1 2 3

1 2 3

1 2 3

1 2 3

a

b

c

d

e

Figura 5.17. Perfil de antocianinas específicas en los zumos tratados a distintas
presiones de homogeneización. a. Zumo de arándano sin homogeneizar, b. Zumo
de aránandano homogeneizado a 25MPa, c. Zumo de arándano homogeneizado a
50MPa, d. Zumo de arándano homogeneizado a 100MPa, e. Zumo de arándano
homogeneizado a 150MPa

aumento en la estabilidad de la nube observados como consecuencia de la
aplicación del tratamiento de homogeneización, se planteó evaluar el efecto
de la operación de homogeneización sobre la capacidad de impregnación de
discos de manzana con zumo de arándano. En la valoración de la capacidad
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de impregnación se trabajó únicamente con zumo sin homogeneizar y zumo
homogeneizado a 150MPa.

La cantidad de zumo introducido en la matriz porosa de una rodaja de
manzana se determinó siguiendo el procedimiento experimental descrito por
Fito, Andrés, Chiralt, and Pardo (1996). Los resultados fueron expresados
en función del parámetro volumétrico de impregnación X ( m3 de líquido
incorporado/m3 de muestra inicial). Además, se determinó el parámetro vo-
lumétrico de deformación de la muestra γ (m3 de deformación de la muestra
/m3 de muestra).

Los valores obtenidos se presentan en la tabla 5.27. Se puede observar que
el zumo homogenizado es incorporado en una mayor cantidad dentro de la
estructura porosa de la manzana. Esto se explica debido a que el tratamiento
de homogenziación disminuye el tamaño de las partículas suspendidas. Al
existir una mayor proporción de partículas más pequeñas, existe una mayor
cantidad de partículas que pueden ingresar junto con el zumo en el interior
éstas son capaces de pasar a través de la estructura porosa de la manzana.

Tabla 5.27. Parámetros del modelo hidrodinámico de impregnación a vacío.

Muestra X γ

0 MPa 0.179 ± 0.005 -0.058 ± 0.009
150 MPa 0.202 ± 0.006 -0.039 ± 0.007

5.3.1 Conclusiones parciales.

Desde el punto de vista tecnológico, la homogeneización reduce el tama-
ño de las partículas suspendidas en la nube del zumo. Como consecuencia
aumenta la estabilidad de la nube y mejora la apariencia y palatabilidad
del zumo de arándanos. En relación a los resultados de luminosidad, croma
y saturación del color del zumo, la homogeneización a más altas presio-
nes (100 y 150MPa) produce menores diferencias cuando se comparan los
zumos obtenidos a 100 y 150MPa con el que no ha sido homogeneizado.
Desde el punto de vista funcional, el tratamiento de homogeneización no
afecta considerablemente las propiedades del zumo. Si bien se observa una
ligera disminución del contenido de antocianinas monoméricas al aumentar
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la presión de tratamiento, esto está contrarrestado por un aumento del con-
tenido de fenoles totales. Como consecuencia se produce un ligero aumento
de la capacidad antioxidante a medida que aumenta la presión de homoge-
neización. Por último, el perfil de compuestos de interés no se ve modificado
por las altas presiones. Los resultados obtenidos indican que sería factible
introducir un tratamiento de homogeneización en el diagrama de flujo de
elaboración del zumo de arándanos sin afectar negativamente las propieda-
des funcionales y mejorando las propiedades físicas del mismo. Teniendo en
cuenta el amplio rango de presiones que se ha ensayado, podemos decir que
la operación de homogeneización supone una mejora, tanto para las propie-
dades físicas, como para las propiedades funcionales del zumo y sobre todo,
debido a la reducción del tamaño de partícula, puede suponer una ventaja
en la utilización del zumo como ingrediente en la aplicación de la operación
de impregnación a vacío.
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Capítulo 6

Utilización del zumo de arándanos
como ingrediente funcional

6.1 Desarrollo de un aperitivo funcional de manzana y
zumo de arándanos.

El zumo de arándano fue utilizado como ingrediente funcional para el desa-
rrollo de un aperitivo de manzana. La impregnación a vacío se realizó en una
cámara de vacío. Manzanas (var. Granny Smith) fueron cortadas en discos
de 5mm de espesor, 65mm de diámetro exterior y 20mm de diámetro inte-
rior. Estos discos de manzana fueron sumergidos en el zumo de arándano e
introducidos en la cámara de vacío. En la primera etapa de impregnación
se aplicó una presión de vacío de 50mbar durante 10 minutos. A continua-
ción, se restauró la presión atmosférica manteniendo los discos sumergidos
en el zumo durante 10 minutos más. Tras las determinaciones pertinentes,
las muestras impregnadas fueron deshidratadas en un secador convectivo
de bandejas durante 28, 20 y 12 horas a 30, 40 y 50oC respectivamente.
En la figura 6.1 se esquematiza en forma de diagrama de flujo el proceso
experimental.
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Liofilización
(48h)

Zumo de 
arándanos

Zumo
residual

Manzana fresca

Impregnación a 
vacío

(50mbar, 10 min;
1013mbar, 10min)

Aperitivo 
deshidratado

(AD30)

Aperitivo 
Liofilizado

(FD)

Secado 
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Secado 
(40ºC)
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(50ºC)

Manzana Impregnada
(AVI)

Aperitivo 
deshidratado

(AD40)

Aperitivo 
deshidratado

(AD50)

Figura 6.1. Diagrama de flujo del proceso experimental.

Nota del autor: debido a la cantidad necesaria, el zumo de arándano utili-
zado para el desarrollo del aperitivo se obtuvo a nivel de planta piloto en
condiciones diferentes a las de laboratorio. Por esta razón sus propiedades
fisicoquímicas y funcionales fueron ligeramente diferentes. Aquellas que sean
necesarias para la interpretación de los resultados del proceso de desarrollo
del aperitivo serán presentadas en este capítulo.

6.1.1 Efecto de la impregnación a vacío sobre las propiedades
funcionales del zumo de arándano.

Por medio de la impregnación a vacío, una estructura celular puede ser uti-
lizada como soporte, protección y transporte de compuestos antioxidantes
presentes en un medio líquido, protegiéndolos de la oxidación por el oxígeno
y facilitando la liberación de los mismos en el lugar adecuado durante el pro-
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ceso fisiológico. Para lograr esto, es necesario conseguir un adecuado nivel
de impregnación. Además, si todos los compuestos presentes en el líquido de
impregnación son introducidos en la misma proporción en el interior de la
estructura porosa, entonces la impregnación será homogénea. Las caracte-
rísticas del medio líquido, en este caso el zumo de arándano, necesarias para
alcanzar un adecuado nivel de impregnación son: un tamaño de partículas
suspendidas menor que el tamaño de los canales y poros de la estructura
celular, una estabilidad de la nube que asegure que las partículas no pre-
cipitarán o bloquearán el flujo del zumo al interior de la matriz porosa y
propiedades reológicas que aseguren el flujo del zumo de arándano hacia el
interior de la estructura porosa. En la tabla 6.1 se presentan las caracte-
rísticas físicas relacionadas con el tamaño de partícula, pulpa suspendida,
turbidez y propiedades reológicas del zumo de arándano.

Tabla 6.1. Tamaño de partículas, pulpa suspendida, turbidez y propiedades reo-
lógicas del zumo de arándano.

Zumo de arándano

D[4,3] (µm) 147.21 ± 6.04
D[3,2] (µm) 15.23 ± 0.37
d10 (µm) 13 ± 1
d50 (µm) 105.3 ± 2.4
d90 (µm) 331.3 ± 14.6
Pulpa suspendida 365G (%m/m) 36.12 ± 2.19
Pulpa suspendida 3000G (%m/m) 7.8 ± 0.8
Turbidez 365G (%T) 0.12 ± 0.03
Turbidez 3000G (%T) 14.2 ± 1.5
k (Pa.sn) 0.57 ± 0.03
n (adimensional) 0.33 ± 0.02

D[3,2] Diámetro medio en función de la superficie (Diámetro medio de Sauter): Es el pro-
medio ponderado del diámetro de las partículas calculado asumiendo partículas esféricas
con la misma superficie que las partículas reales. D[4,3] Diámetro medio en función del
volumen (Diámetro medio de De Brouckere): es la media ponderada del diámetro calcu-
lado asumiendo partículas esféricas del mismo volumen que las partículas reales. d10, d50
and d90: tamaño de partícula, por debajo del cual, se encuentran el 10%, 50% y 90% de
las partículas del zumo.
k y n: índice de consistencia e índice de comportamiento al flujo de acuerdo con el modelo
de Ostwald-de-Waele.

Se puede observar una gran diferencia entre el D[3,2] y el D[4,3] que puede
ser atribuida a la forma de la mayoría de las partículas suspendidas. Te-
niendo en cuenta que la distribución del tamaño de partículas presentada
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en la figura 6.2 y los valores d10, d50 y d90 son más próximos al valor del
diámetro medio de De Brouckere, puede considerarse que este último es
más representativo del tamaño real de las partículas suspendidas y el más
apropiado para ser comparado con el tamaño de poro promedio de la man-
zana. Los poros de la estructura celular de las manzanas son variables en lo
que se refiere a su forma, distribución y tamaño, viéndose tremendamente
influidos por la variedad considerada. Cerca de la superficie, los poros son
prácticamente esféricos y no presenten una orientación definida. Hacia el
interior, los poros tienen formas más elongadas y se encuentran ligeramente
orientados (Mendoza et al., 2010). Algunos autores han determinado dife-
rentes dimensiones características de los poros. Rahman, Al-Zakwani, and
Guizani (2005) determinaron un diámetro medio de poro de 12.07±2.69µm,
un diámetro medio ponderado linealmente de 109.0±82.1µm y un diámetro
de Sauter de 142.6±95.6µm. Considerando para la manzana, un tamaño de
poro entre 12-100µm y teniendo en cuenta la distribución del tamaño de
partícula del zumo de arándano, puede considerarse que alrededor del 50%
de las partículas en suspensión pueden ser introducidas en la estructura de
la manzana por impregnación a vacío.
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Figura 6.2. Distribución del tamaño de las partículas suspendidas en el zumo de
arándano.

La pulpa suspendida y la turbidez fueron determinadas a dos fuerzas centrí-
fugas diferentes con la finalidad de evaluar diferentes tipos de pulpa presen-
tes en la nube del zumo. Centrifugando a 365G se elimina la pulpa suspen-
dida menos estable, mientras que centrifugando a 3000G se logra separar
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la pulpa suspendida más estable ya que sólo las partículas más estables se
mantienen en suspensión. Aunque los valores de pulpa suspendida a 3000G
son similares a los obtenidos para zumos comerciales con pulpa (Kale & Ad-
sule, 1995; Carbonell et al., 2011; Cerdán-Calero et al., 2013), las grandes
diferencias observadas entre los valores obtenidos para las dos fuerzas centrí-
fugas, nos hacen considerar que una gran cantidad de pulpa no estable está
presente en la nube del zumo. De acuerdo con el conocimiento disponible
con respecto a la nube y turbidez de zumos de frutas, puede asumirse que las
sustancias que son responsables de la turbidez son fundamentalmente par-
tículas pécticas y proteínicas (Grassin & Fauquembergue, 1996; Hilz, Bakx,
Schols, & Voragen, 2005). Sin embargo, fracciones de otros componentes
de la pared celular pueden también formar parte de la nube del zumo. Si
bien la localización precisa de las antocianinas y otros compuestos fenólicos
y sus interacciones con otros componentes de la piel de los arándanos son
actualmente en gran parte desconocidas, se acepta que una fracción consi-
derable de antocianinas está presente en la nube del zumo de arándano. En
relación con las propiedades reológicas, los valores obtenidos para el índice
de consistencia y el índice de comportamiento al flujo aseguran un adecuado
flujo del zumo hacia el interior de la estructura porosa de las muestras de
manzana. Puesto que desde el punto de vista del tamaño de partículas no
estaría totalmente asegurada una impregnación homogénea de los discos de
manzana, se decidió evaluar la cantidad de compuestos bioactivos incorpo-
rados. Para ello se cuantificó el contenido de fenoles totales, antocianinas
monoméricas totales y la capacidad antirradical del zumo de arándano y el
zumo residual después de aplicar tres impregnaciones a vacío sucesivas. Los
resultados se presentan en la tabla 6.2.

Como se puede observar en la tabla 6.2, no existen diferencias estadística-
mente significativas entre el zumo de arándanos y los zumos residuales, por
lo tanto se puede asumir que las antocianinas, fenoles y otros compuestos
con actividad antirradical son incorporados de forma homogénea en la es-
tructura de la manzana. Teniendo en cuenta que los compuestos bioactivos
han sido incorporados de forma homogénea en la matriz de la manzana, es
posible predecir mediante el modelo del mecanismo hidrodinámico (HDM)
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Tabla 6.2. Fenoles totales, antocianinas monoméricas y capacidad antirradical
del zumo de arándano y el zumo residual después de tres impregnaciones a vacío
sucesivas.

Antocianinas monoméricas Fenoles totales Capacidad antirradical
DPPH ABTS

Zumo de arándano 447.03 ± 43.03a 1979.8 ± 307.7b 1603.9 ± 154.5c 3499.24 ± 181.14d
JV I1 443.7 ± 28.5a 1874 ± 254b 1604.0 ± 165.6c 3357.4 ± 190.7d
JV I2 421.8 ± 35.4a 1690.84 ± 211.16b 1552.8 ± 113.9c 3317.7 ± 80.8d
JV I3 404.4 ± 23.9a 1817.0 ± 257.8b 1522.20 ± 135.07c 3420.3 ± 58.3d

El contenido de antocianinas está expresado en mg cianidina-3-glucósido/L, fenoles tota-
les en mg GAE/L, la capacidad antirradical por el método del DPPH en mg equivalentes
de ácido ascórbico/L, la capacidad antirradical por el método del ABTS en mg trolox
equivalentes/L. JV I1, JV I2, JV I3 hacen referencia al zumo residual después de la 1o, 2o

y 3o impregnación a vacío. Distintos superíndices en la misma columna indican diferencias
estadísticamente significativas.

propuesto por Fito et al. (1996), la cantidad de antocianinas específicas en
el producto impregnado Ecuación 6.1.

xIi =
x0i +X ρIS

ρ0 · yi
1 +X ρIS

ρ0

(6.1)

Donde: xIi : fracción másica del componente i en el producto impregnado, x0i :
fracción másica del componente i en la muestra fresca, yi: fracción másica del
componente i en el líquido de impregnación, ρIS : densidad de la solución de
impregnación (1.06 g/cm3), ρ0: densidad de la muestra fresca (0.813 g/cm3).

El contenido de cianidina, delfinidia y malvidina calculado con la Ecua-
ción 6.1 y el dato del parámetro volumétrico de impregnación de la ta-
bla 5.27 junto con las determinaciones experimentales por HPLC de estos
componentes específicos en las muestras secas se presentan en la tabla 6.3.
Los resultados se discuten a continuación.
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Tabla 6.3. Contenido de antocianinas individuales en el zumo y la manzana
impregnada.

Delfinidina Cianidina Malvidina Total

Zumo de arándano mg/L 21.35 ± 2.09 3.07 ± 1.34 43.2 ± 4.7 67.62
AVI* mg/100g m.s. 3.25 0.47 6.59 10.31
FD mg/100g m.s. 3.19 ± 0.16 3.463 ± 0.109 6.04 ± 0.17 12.69
AD30 mg/100g m.s. 1.42 ± 0.15 0.029 ± 0.013 2.18 ± 0.16 3.63
AD40 mg/100g m.s. 1.942 ± 0.107 0.39 ± 0.08 3.1 ± 0.3 5.43
AD50 mg/100g m.s. n.d. n.d. 3.058 ± 0.114 3.06

Zumo de arándano mg/100g 2.0 ± 0.2 0.29 ± 0.13 4.1 ± 0.4 6.39
AVI* mg/100g 0.38 0.05 0.77 1.20
FD mg/100g 0.373 ± 0.019 0.406 ± 0.013 0.71 ± 0.02 1.49
AD30 mg/100g 1.20 ± 0.13 0.0242 ± 0.0107 1.84 ± 0.14 3.06
AD40 mg/100g 1.72 ± 0.09 0.35 ± 0.08 2.7 ± 0.3 4.77
AD50 mg/100g n.d. n.d. 2.826 ± 0.106 2.83

*calculado por la Ecuación 6.1. n.d.: no detectado.

6.1.2 Efecto de la liofilización y de la temperatura de secado
por aire caliente sobre las propiedades funcionales de un
aperitivo de manzana y zumo de arándano.

Las frutas deshidratadas generalmente tienen un mayor contenido energé-
tico, una mayor densidad nutricional, un mayor contenido de fibra y una
capacidad antioxidante significativamente mayor cuando se las compara con
frutas frescas. Esto se debe al efecto de concentración que ocurre durante
el secado (Bennett et al., 2011). Sin embargo, el proceso de secado puede
tener como consecuencia importantes pérdidas en el contenido de antioxi-
dantes dependiendo fundamentalmente de las condiciones de deshidratación
(temperatura, velocidad de aire, tiempo de secado) (Vinson, Zubik, Bose,
Samman, & Proch, 2005).

Gran cantidad de trabajos sugieren que, de todos los procedimientos de
secado, la liofilización es la que menos pérdidas de compuestos bioactivos
produce (B. Schulze, Hubbermann, & Schwarz, 2014; Ratti, 2001; Genin &
René, 1995; Irzyniec, Klimczak, & Michalowski, 1995). De acuerdo con esto,
sería el método de estabilización ideal para productos con elevado contenido
en compuestos antioxidantes. Sin embargo, los elevados costes industriales
asociados a la operación hacen su aplicación poco viable. En este trabajo,
se analizó el contenido de antocianinas específicas de muestras de manzana
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impregnadas y liofilizadas con la finalidad de que sirvieran como referencia
en la evaluación del efecto de la temperatura de secado por aire caliente.

En la tabla 6.3 se observa una gran similitud entre los valores calculados
de delfinidina, cianidina y malvidina en las muestras de manzana impreg-
nadas y los determinados experimentalmente para la manzana liofilizada.
Sólo en el caso de la cianidina, factores no controlados producen un valor
experimental mayor que el valor teórico. Una posible explicación podría
ser que al producirse un intercambio de líquido intercelular por el zumo de
arándano durante la impregnación a vacío, se pueden inducir reacciones de
conversión de las procianidinas presentes en la manzana en cianidinas que
luego son detectadas por la determinación de HPLC. De hecho, Guyot, Le
Bourvellec, Marnet, and Drilleau (2002) determinó un contenido de procia-
nidinas en manzanas Granny Smith del orden de 753 ± 131 mg/kg (peso
fresco). Además, Wellmann et al. (2006) expusieron que las reacciones que
involucran a las antocianinas y las procianidinas han permanecido en deba-
te. A propósito, ellos proponen distintas tipos de reacciones, enzimáticas y
no-enzimáticas que podrían explicar la síntesis de cianidina y cianidina-3-
glucósido a partir de (+)-catequina. En base a estos resultados, la hipótesis
de interacción entre el zumo de arándano y las procianidinas presentes en
la manzana sería posible. La impregnación en cantidades adecuadas y la
ausencia de efectos del proceso de impregnación a vacío sobre cualquiera de
los componentes funcionales, demuestra la utilidad de esta operación para
la incorporación de zumo de arándano en discos de manzana y la habilidad
para estimar teóricamente la composición del producto final.

En la tabla 6.3 se puede observar una disminución del contenido de antocia-
ninas debido al efecto del secado por aire caliente. A 40oC el contenido de
antocianinas experimenta un menor descenso que en el secado a 30 o 50oC.
Este efecto también podría estar relacionado con la duración del secado, en
efecto, las manzanas impregnadas permanecen 28 horas a 30oC, 20 horas
a 40oC y 12 horas a 50oC. Las características cinéticas de la degradación
de antocianinas en alimentos sólidos y semisólidos estarían relacionados con
la estabilidad individual de cada antocianinas, además de la influencia que
ejercen la composición, estructura, propiedades fisicoquímicas y la presen-
cia de otros compuestos como las flavonas y/o ácidos orgánicos presentes en
el alimento (Patras, Brunton, O’Donnell, & Tiwari, 2010). La degradación
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térmica de las antocianinas ha sido extensamente estudiada para varios ti-
pos de frutas y sus productos procesados. En la deshidratación de frutas,
el contenido de antocianinas totales de pasas de uva blancas (V. vinifera
L.) provenientes del mercado de Argelia es del orden de 1.0 ± 0.1 mg/100g
materia seca (Ouchemoukh, Hachoud, Boudraham, Mokrani, & Louaileche,
2012), mientras que el respectivo contenido para pasas de uva (V. vinifera
L.) sin semillas secadas al sol del mercado de Jordania fue determinado
en 34.5 mg/100g materia seca (Rababah et al., 2012). En arilos de granada
secados al sol se determinó un 83% de pérdidas de antocianinas totales com-
parado con el producto fresco (Jaiswal, DerMarderosian, & Porter, 2010).
Sin embargo, se han encontrado disminuciones e incrementos en el conte-
nido individual de antocianinas en uvas Merlot y Syrah durante el secado
para producir pasas de uva (Marquez, Dueñas, Serratosa, & Merida, 2012).
Los incrementos en las antocianinas individuales pueden ser explicados por
el efecto de concentración que ocurre durante el secado debido a la pérdida
de agua por evaporación y debido a la ruptura de las paredes celulares de
la piel de las uvas. Por otra parte, la disminución del contenido de anto-
cianinas puede estar relacionado con distintas reacciones químicas en las
que las antocianinas pueden participar, como por ejemplo, polimerización,
copigmentación, reacción con taninos y formación de productos de adición
(Marquez et al., 2012). Adicionalmente se han determinado pérdidas del or-
den del 21-25% de fenoles totales, 30-43% de antocianinas totales y 50-60%
de la capacidad antioxidante durante el secado con aire caliente a 70oC de
arándanos osmodeshidratados con soluciones de sacarosa, glucosa y fruc-
tosa (Giovanelli, Brambilla, & Sinelli, 2013). Si se considera la suma del
contenido de las tres antocianinas determinado por HPLC, el proceso de
secado con aire caliente produce pérdidas del orden del 70, 56 y 75% para
las temperaturas de 30, 40 y 50oC, respectivamente. Bueno et al. (2012) es-
timaron el consumo recomendado de antocianinas en unos 12.5-250 mg/día
en función de las diferencias nutricionales, sociales y culturales de la pobla-
ción investigada y de las metodologías aplicadas. Teniendo en cuenta que el
contenido total de antocianinas monoméricas determinado espectrofotomé-
tricamente es de 54.1 ± 6.5mg cianidina-3-glucósido/100g aperitivo (40oC),
el consumo de una ración de 40g del producto obtenido aporta 21.6mg de
antocianinas, por lo que se puede asumir que el consumo de este aperitivo
podría contribuir con una parte interesante de la ingesta diaria recomendada
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de antocianinas. Desde el punto de vista de la capacidad antirradical, aun-
que en la figura 6.3 se observa una disminución, la combinación de zumo de
arándano incluído en la matriz de la manzana y deshidratado conserva una
alta capacidad antirradical. Esto está relacionado, en parte, con el efecto de
concentración que se produce durante el secado y con que las “pérdidas” de
antocianinas y fenoles, pueden quedar enmascarados por una reconversión
química (Bennett et al., 2011).
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Figura 6.3. Capacidad antirradical de las diferentes muestras por 100g de produc-
to (a) y 100g de materia seca (b). La concentración está expresada en miligramos
de ácido ascórbico equivalente para el método del DPPH y en miligramos equiva-
lentes de trolox para el método del ABTS.

En la tabla 6.4 se presentan los resultados de actividad de agua y humedad
de las muestras de manzana después de cada operación. Con el secado por
aire caliente se alcanzan actividades de agua del orden de 0.3 que aseguran
la estabilidad del producto final. A una actividad de agua próxima a 0.3 la
movilidad molecular se reduce considerablemente y podría estar por debajo
del nivel necesario para que ocurran reacciones enzimáticas (Labuza, Tan-
nenbaum, & Karel, 1970; Fennema, 1996; Slade & Levine, 2004). Además,
desde el punto de vista funcional, se ha observado que las antocianinas son
más estables conforme disminuye la actividad de agua (Khachik, Beecher,
& Whittaker, 1986). Nuevamente, desde el punto de vista de la estabilidad
del producto, la liofilización del aperitivo permite alcanzar actividades de
agua menores que las alcanzadas con el secado por aire caliente. Sin em-
bargo cabe considerar que un producto con una actividad de agua tan baja
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debe conservarse en unas condiciones adecuadas en cuanto a atmósfera y
material de envase que impidan su posible rehidratación.

Tabla 6.4. Humedad y actividad de agua de las muestras frescas, impregnadas y
deshidratadas en las diferentes condiciones.

aw Humedad Humedad
(g agua/g base seca) (g agua/g producto)

Manzana fresca 0.989 ± 0.002d 7.63 ± 0.07c 0.88413 ± 0.00096e
AVI 0.9878 ± 0.0008d 7.5 ± 0.4c 0.883 ± 0.002e
FD 0.2149 ± 0.003a 0.014 ± 0.003a 0.014 ± 0.002a
AD30 0.348 ± 0.007c 0.186 ± 0.019b 0.156 ± 0.014d
AD40 0.301 ± 0.007b 0.13 ± 0.03b 0.114 ± 0.019c
AD50 0.304 ± 0.004b 0.082 ± 0.003b 0.076 ± 0.003b

El análisis por HPLC permite verificar, identificar y cuantificar la incorpora-
ción de antocianinas en la matriz de la manzana. En la figura 6.4 se pueden
observar los cromatogramas correspondientes al zumo de arándano, la man-
zana fresca, la manzana impregnada y liofilizada y la manzana impregnada
y secada a 30, 40 y 50oC. En efecto, el zumo de arándanos está incluido en
la matriz estructural de la manzana ya que todos los picos presentes en el
zumo de arándano se reproducen en las muestras impregnadas.

6.1.3 Características físicas del producto final.

Con el fin de cuantificar los efectos macroestructurales de las diferentes
condiciones de estabilización del producto final se realizó un análisis textural
y se determinó el color instrumental en el espacio CIE L*a*b* de cada una
de las muestras. Los resultados de las determinaciones colorimétricas se
presentan en la tabla 6.5. Se puede observar que prácticamente no existen
diferencias en términos de luminosidad entre los distintos tratamientos de
estabilización. Como consecuencia del proceso de secado por aire caliente
se produce un cambio en la saturación del color hacia valores más elevados
para el caso de las muestras AD40 y AD50. Además, en las tres condiciones
de secado se produce un cambio en el ángulo de la tonalidad hacia colores
más morados.

Las diferencias colorimétricas globales fueron calculadas para los distintos
procedimientos de estabilización y utilizando como referencia la manzana
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Figura 6.4. Cromatogramas de las muestras analizadas por HPLC. a. Zumo de
arándano, b. Manzana fresca, c. Manzana impregnada y liofilizada, d. Aperitivo
secado a 30oC, e. Aperitivo secado a 40oC, f. Aperitivo secado a 50oC. Pico No 1:
delfinidina, 2: cianidina y 3: malvidina.

Tabla 6.5. Color instrumental en el espacio CIE L*a*b*.

Muestra L* a* b* C* h

Manzana fresca 66.2 ± 4.5d 0.3 ± 1.7 18.6 ± 3.6 18.7 ± 3.7c 89.6 ± 4.6d
AVI 27.04 ± 4.13ab 8.0 ± 1.5 4.770 ± 2.096 9.5 ± 1.7a 30.1 ± 11.6c
FD 37.24 ± 2.12c 24.7 ± 1.5 0.6 ± 0.5 24.7 ± 1.5d 1.28 ± 1.14a
AD30 26.87 ± 4.14a 13.5 ± 3.5 1.96 ± 0.96 13.7 ± 3.4b 8.7 ± 4.5b
AD40 31.024 ± 1.996b 20.7 ± 2.5 4.1 ± 1.8 21.1 ± 2.7c 11.0 ± 3.9b
AD50 29.696 ± 4.006ab 18.827 ± 2.005 4.22 ± 1.14 19.3 ± 1.8c 12.9 ± 4.3b

L*: índice de luminosidad; a* coordenada de color del eje verde-rojo; b* coordenadas de
color del eje azul-amarillo; C*: saturación o intensidad del color percibido; h: tonalidad
del color percibido.

impregnada con zumo de arándano. Hasta el momento no se han realizado
estudios que correlacionen la diferencia total de color (∆E) con la percepción
visual en productos con arándano. Stojanovic and Silva (2007) analizaron
los cambios de color en arándanos concentrados osmóticamente, tratados
con ultrasonido o secados por aire caliente y determinaron el color en el
espacio Hunter Lab. Encontraron que diferencias de ∆E del orden de 7
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unidades no eran apreciables a simple vista. En este sentido, aunque existen
variaciones entre los tres productos estabilizados por aire caliente, éstas
no son perceptibles desde el punto de vista del consumidor. Donde sí se
observaron diferencias fue entre los productos estabilizados por aire caliente
y el producto liofilizado. El valor ∆E obtenido para las muestras liofilizadas
es un 50% mayor que los valores obtenidos para las muestras deshidratadas
por aire caliente.

Tabla 6.6. Diferencias colorimétricas de las muestras liofilizadas y deshidratadas
por aire caliente.

Muestra ∆E ∆C ∆h

FD 20.1 ± 1.6 15.2±1.5 -28.80±1.14
AD30 7.6 ± 2.8 4.2 ± 3.4 -21.4 ± 4.5
AD40 13.5 ± 2.6 11.6 ± 2.7 -19.0 ± 3.9
AD50 11.8 ± 2.4 9.8 ± 1.8 -17.2 ± 4.3

Desde el punto de vista de las propiedades texturales, los resultados pre-
sentados en la tabla 6.7 indican que el secado por aire caliente a 40 y 50oC
produce un aumento en la fuerza máxima y la pendiente. Una pendiente
mayor indica una mayor rigidez de la muestra (Vargas, Perez, Zoffoli, & Pe-
rez, 2000) en tanto que una fuerza máxima más elevada indica una mayor
resistencia del producto a la rotura (Prothon et al., 2001). En combinación,
estas dos características indican una mayor crujencia de las muestras. En
términos del área, que representa la cantidad de energía requerida para rom-
per la estructura, las diferencias entre las muestras secadas por aire caliente
no son tan importantes. Sin embargo, para la muestra liofilizada se obtiene
un menor valor para el área, lo que indica que se requiere menos energía
para romper la estructura, es decir, el producto es más frágil. Desde el pun-
to de vista de la fuerza máxima y la pendiente los valores obtenidos son
menores a los determinados en la muestras deshidratadas por aire caliente.
Esto se debe a que el proceso de liofilización produce una gran cantidad de
roturas microscópicas en la estructura celular de la manzana.
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Tabla 6.7. Características texturales de las muestras liofilizadas y deshidratadas
por aire caliente.

Muestra Fuerza máxima (N) Pendiente (N/mm) Área (N.mm)

FD 7.9 ± 2.3a 3.66 ± 1.08a 8.1 ± 4.4a

AD30 11.78 ± 1.08b 2.9 ± 0.6a 17.529 ± 4.012bc

AD40 15.8 ± 1.7d 5.2 ± 0.6b 19.8 ± 2.7c

AD50 14.0 ± 2.4c 5.05 ± 1.98b 14.8 ± 3.4b

6.1.4 Conclusiones parciales.

Los resultados indican que es posible incorporar una cantidad adecuada
de zumo de arándanos en la estructura matricial de manzana fresca por
impregnación a vacío sin que se produzca un efecto negativo sobre los com-
puestos bioactivos presentes en el zumo fresco. La cantidad de componentes
incorporados puede calcularse a partir de las ecuaciones del modelo hidro-
dinámico. La operación de secado por aire caliente produce pérdidas en los
compuestos bioactivos del orden del 70 y 75% para las temperaturas de
secado de 30 y 50oC, no obstante, a 40oC es posible mantener alrededor
del 50% del contenido inicial de antocianinas determinadas por HPLC. La
estabilización del producto por medio de la liofilización no produce ningún
tipo de pérdida en el contenido de antocianinas individuales. Desde el punto
de vista de la capacidad antirradical, el secado a 40oC permite mantener
un alto poder antirradical en el producto final.

6.2 Desarrollo de un aperitivo antioxidante y probiótico.

La infección ocasionada por Helicobacter pylori se ha convertido en uno de
los principales problemas a nivel mundial en la población infantil. Una gran
cantidad de estudios sugieren que el consumo de probióticos en cantidades
comprendidas entre 109 y 1011 UFC/día disminuye la incidencia, duración
e intensidad de las infecciones gastrointestinales, entre ellas las ocasionadas
por H. pylori. En este sentido, y habiendo demostrado en la sección anterior
la factibilidad de incorporar zumo de arándano en el interior de la matriz
porosa discos de manzana, se planteó la posibilidad de elaborar un aperiti-
vo que combine las características funcionales que aportan los componentes
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bioactivos presentes en el zumo arándano, con el efecto probiótico de una
cepa microbiana. Este producto consumido de forma regular, podría dis-
minuir la colonización de H. pylori en niños en edad escolar infectados. El
zumo de arándano se utilizará como medio de crecimiento del microorga-
nismo y al mismo tiempo permitiría el transporte del mismo al interior de
la matriz porosa de la manzana. Como microorganismo probiótico se utilizó
una cepa de Lactobacillus salivarius spp. salivarius (CECT 4063) por su
efecto probiótico comprobado en ratones (Aiba et al., 1998). Además, en
estudios piloto previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigación,
con zumo de mandarina, manzana y este probiótico se comprobó la mejora
de indicadores de infección en niños infectados que habían consumidos 40g
del aperitivo durante 28 días (E. Betoret, N. Betoret, Arilla, et al., 2012).

En la figura 6.5 se puede observar el diagrama de flujo del proceso seguido
para la obtención de un aperitivo antioxidante y probiótico.

En primer lugar, la cepa de cultivo puro se resuspendió en un medio de
cultivo específico que asegura su desarrollo. En el caso del lactobacilo, se
recomienda la utilización del medio específico MRS Broth. La cepa, des-
pués de ser resuspendida e incubada durante 24 horas se encontraba en
condiciones adecuadas para ser utilizada en la formulación del líquido de
impregnación. Con la finalidad de mejorar las condiciones de crecimiento
del microorganismo, se suplementó el zumo de arándano con extracto de
levadura en una proporción de 5g/L y se realizó un ajuste del pH a tres
niveles (5, 5.5 y 6). La transferencia del microorganismo del medio de culti-
vo específico al zumo de arándanos se realizó en una proporción de 4mL/L,
dejándolo incubar durante 24 horas a 37oC. A continuación se realizó la
impregnación a vacío de discos de manzana de la variedad Granny Smith
con el zumo de arándano con probiótico. Las muestras impregnadas se se-
caron con aire caliente a 30oC durante 24 horas con el fin de asegurar la
supervivencia del probiótico.

El contenido de probiótico de las muestras se determinó por duplicado me-
diante el procedimiento de dilución en agua de peptona tamponada, siembra
en placa con doble capa de agar MRS para garantizar condiciones de micro
anaerobiosis, incubación a 37oC durante 24 horas y conteo de las placas con
un número de colonias comprendido entre 30 y 300 UFC.
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Figura 6.5. Diagrama del procedimiento experimental para obtener un aperitivo
probiótico.

6.2.1 Efecto del pH en el crecimiento del probiótico.

Se determinó el nivel de crecimiento de Lactobacillus salivarius spp. saliva-
rius en zumo de arándano a 3 pH diferentes. El pH se corrigió con diferentes
concentraciones de bicarbonato de sodio.

Como se puede observar en la tabla 6.8, la mayor concentración del pro-
biótico se alcanzó en el zumo de arándano cuyo pH había sido ajustado
hasta un valor de 6.2 y además resultó similar al valor máximo obtenido en
un estudio previo, en el que se utilizaban zumos comerciales de mandarina,
de piña y uva como medios de crecimiento (E. Betoret, N. Betoret, Arilla,
et al., 2012).

122



6.2 Desarrollo de un aperitivo antioxidante y probiótico.

Tabla 6.8. Efecto del pH sobre el crecimiento microbiano.

Bicarbonato de sodio pH Contenido de microorganismos
(g Na2CO3/L) (UFC/mL) (Log UFC/mL)

4 5.20 ± 0.02 5.8 ± 0.3·107 7.76 ± 0.04
5 5.70 ± 0.01 9.7 ± 0.4·107 7.98 ± 0.03
6.7 6.20 ± 0.01 1.13 ± 0.02·108 8.05 ± 0.01

Una vez seleccionada la disolución de impregnación óptima, se procedió a
la incorporación del microorganismo probiótico a la matriz celular de discos
de manzana mediante la técnica de impregnación a vacío. Con la finalidad
de obtener un producto estable, las muestras de manzana impregnadas se
secaron con aire a 30oC durante 24 horas. En la tabla 6.9 se muestra el
contenido microbiano, el contenido de antocianinas y fenoles y la capacidad
antioxidante de las muestras de manzana impregnadas con el zumo de arán-
dano inoculado a pH 6.2 con Lactobacillus salivarius spp. salivarius, antes
y después de su secado convectivo.

Tabla 6.9. Valor nutricional de láminas de manzana impregnadas con zumo de
arándano inoculado con Lactobacillus salivarius spp. salivarius.

Manzana impregnada Manzana deshidratada

Antocianinas 4.04 ± 0.07 20 ± 3
Fenoles totales 86.0 ± 2.7 72.4 ± 3.9
Capacidad antirradical 3611 ± 43 2265 ± 27
Contenido de microorganismos 1.83 ± 0.03·108 9.22 ± 0.05·107

Las antocianinas monoméricas totales están expresadas en mg cianidina-3-
glucósido/100g, los fenoles totales en mg GAE/100g, la capacidad antirradical en
mg DPPH reducido/100g, el contenido de microorganismos en UFC/g.

Por lo que respecta al contenido microbiano de los discos de manzana deshi-
dratada, éste resultó, a pesar del descenso experimentado durante el secado,
lo suficientemente elevado (> 106 microorganismos vivos/g de producto)
como para afirmar que se trata de un alimento probiótico (De Champs,
Maroncle, Balestrino, Rich, & Forestier, 2003).
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En cuanto a la capacidad antirradical, su descenso tras la etapa de secado
convectivo no fue debido tanto a la pérdida de antocianinas (cuyo conte-
nido resultó ligeramente superior en el producto deshidratado), como a la
degradación de compuestos fenólicos. Y es que, a pesar que algunos autores
afirman que el secado convectivo a temperaturas inferiores a 40oC durante
unas horas parece no tener un efecto significativo en la degradación térmi-
ca de los compuestos fenólicos (Achaerandio Puente, Rózek, Güell, López,
& Ferrando, 2008), la realidad es que su concentración disminuyó drásti-
camente en las muestras de manzana deshidratadas, posiblemente debido
al efecto del tiempo de exposición a las condiciones de secado. Es de espe-
rar que otros compuestos, como el ácido ascórbico, más sensibles al calor
y a la oxidación, también se hayan degradado durante la etapa de secado,
contribuyendo en el descenso de la capacidad antioxidante de la manzana
deshidratada.

Finalmente, cabe destacar que, además del valor añadido del probiótico, el
consumo de 100g del aperitivo obtenido proporciona cantidades de antocia-
ninas entre 20 y 210 mg cianidina-3-glucósido/100 g y de fenoles entre 40
y 256 mg de GAE/100g. Estos valores son similares a los encontrados en
diferentes variedades de uva tinta (Revilla, Carrasco, A., & Arroyo-García,
2009).

6.3 Conclusiones parciales.

Ha sido posible obtener un crecimiento adecuado de una cepa con efecto
probiótico en zumo de arándano, y utilizar la operación de impregnación a
vacío para incorporarlo al interior de la estructura de manzana fresca. El
aperitivo de manzana obtenido cumple con los requisitos para ser conside-
rado un alimento funcional, tanto por su contenido de probióticos como de
compuestos con capacidad antioxidante (antocianinas y fenoles, fundamen-
talmente).

Este aperitivo supondría una alternativa a la gran variedad de productos
lácteos con probióticos existentes en el mercado, pudiendo ser consumido
por colectivos intolerantes a la lactosa. La inclusión del producto en la dieta
habitual de niños infectados por H. pylori proporcionaría la cantidad de
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microorganismos probióticos necesaria para disminuir el nivel de infección
y aliviar los síntomas, atenuando el riesgo de sufrir complicaciones en la
edad adulta.
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Capítulo 7

Conclusiones.

En la presente tesis doctoral se proponen acciones de mejora del proceso
de fabricación de zumo de arándano y alternativas de industrialización en
las que la fruta se utiliza como ingrediente para la fabricación de nuevos
productos funcionales. Las acciones propuestas pueden ayudar a mejorar
la calidad de los productos ya existentes y a disminuir el excedente de
producción que afecta a la región de Entre Ríos (Argentina).

En el proceso de fabricación de zumo, la actuación sobre la operación de
despectinización y la aplicación de una operación de homogenización a altas
presiones permitiría elaborar un producto con alto contenido en componen-
tes con actividad antirradical y elevada capacidad antioxidante, mejorando
en gran medida la calidad funcional de las bebidas de arándano que se co-
mercializan actualmente tanto en el mercado argentino como en el español.

Como mejora del proceso de despectinización se planteó la utilización de
extractos enzimáticos provenientes de levaduras con alta actividad pectino-
lítica seleccionadas mediante la técnica de evolución genómica por diseño
molecular. Si bien la utilización del extracto de la levadura modificada 1926-
12T4PO indicó que la dosis utilizada debe ser ajustada para disminuir el
índice de consistencia, desde el punto de vista funcional permitió obtener
un producto final con un contenido ligeramente superior de antocianinas
monoméricas y un 30% más de fenoles totales, comparado con el obtenido
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para la despectinización en las mejoras condiciones con el pack enzimático
comercial.

En cuanto a la introducción de la etapa de homogeneización en el proceso
de elaboración del zumo de arándano, los resultados obtenidos indican que,
si bien se produjo una ligera disminución del contenido de antocianinas mo-
noméricas, esto fue contrarrestado por un aumento del contenido de fenoles
y por lo tanto de la capacidad antioxidante. En cuanto a las característi-
cas físicas, la estabilidad de la nube mejoró al incrementarse la presión de
homogeneización como consecuencia de la reducción del tamaño de las par-
tículas suspendidas. Teniendo en cuenta los resultados globales es posible
afirmar que el tratamiento de homogeneización puede ser introducido en el
proceso de elaboración de zumo de arándanos con distintos objetivos, ya sea
para mejorar la estabilidad de la nube del zumo, modificar las propiedades
funcionales o como pretratamiento para mejorar la incorporación del zumo
a estructuras porosas por impregnación a vacío. En todos los casos, se obtu-
vieron los mejores resultados a presiones de homogeneización comprendidas
entre 100 y 150 MPa.

En la segunda etapa de la investigación se han establecido las bases para lle-
var a cabo el desarrollo tecnológico de aperitivos de fruta que incluyan zumo
de arándano como ingrediente funcional. De esta manera se puede aprove-
char el principal atractivo de esta fruta, su alto contenido en compuestos
bioactivos beneficiosos para la salud.

Por medio de la técnica de impregnación a vacío se formuló un aperitivo
funcional de manzana y zumo de arándano. La operación de impregnación
a vacío no tuvo ningún efecto negativo sobre el contenido de componentes
funcionales del zumo. En la estabilización del aperitivo por secado con aire
caliente se observaron efectos significativos en la disminución del contenido
de antocianinas. El secado a 40oC permitió obtener el aperitivo con mayor
contenido de componentes funcionales, con la mayor capacidad antioxidante
y con las mejores propiedades físicas y mecánicas. Además en la comparación
de la operación de secado con de la liofilización se observó que la liofilización
es el mejor proceso para conservar prácticamente el 100% del contenido
funcional.
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Por último fue posible desarrollar un aperitivo probiótico de manzana y
zumo de arándanos. El zumo de arándanos fue utilizado como medio de
crecimiento y transporte de un microgranismo probiótico al interior de la
estructura porosa de rodajas de manzana. De esta manera fue posible desa-
rrollar un producto sólido, alternativo a la línea de probióticos lácteos, que
puede ser consumido por colectivos intolerantes a la lactosa. La inclusión
del Lactobacillus salivarius spp. salivarius junto con las propiedades funcio-
nales del zumo de arándano y la manzana permitirían reducir los síntomas
de la infección causada por H. pylori en niños en edad escolar.
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Parte VII

Anexos





Definiciones y legislaciones aplicables a la elaboración y
venta de zumos

En España

Los zumos de frutas y bebidas elaboradas a base de frutas deben adecuarse a
las normativas alimentarias propias de cada región y país. En España, deben
responder al Boletín Oficial del Estado (BOE) número 245 del 12 de octubre
de 2013, que regula la elaboración, composición, etiquetado, presentación
y publicidad de los zumos de frutas y otros productos similares destinados
a la alimentación humana. En el Anexo I.A de esta norma se definen los
siguientes productos:

1. Zumo de frutas: el producto susceptible de fermentación, pero no fer-
mentado, obtenido a partir de las partes comestibles de frutas sanas
y maduras, frescas o conservadas por refrigeración o congelación, de
una o varias especies mezcladas, que posea el color, el aroma y el sa-
bor característicos del zumo de la fruta de la que procede. Se podrán
reincorporar al zumo el aroma, la pulpa y las células obtenidos por los
medios físicos apropiados que procedan de la misma especie de fruta.
Se autoriza la mezcla de zumos de frutas y de puré de frutas en la
producción del zumo de frutas.

2. Zumo de frutas concentrado: El producto obtenido a partir de zumo
de una o varias especies de fruta por eliminación física de una parte
determinada del agua. Cuando el producto esté destinado al consumo
directo, la eliminación de agua será de al menos un 50%. Se podrán
reincorporar al zumo de frutas concentrado el aroma, la pulpa y las
células obtenidos por los medios físicos apropiados que procedan de
la misma especie de fruta.

3. Zumo de frutas a partir de concentrado: el producto obtenido al re-
constituir zumo de frutas concentrado definido en el punto tres con
agua potable que cumpla los criterios establecidos en el Real Decre-
to 140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios
sanitarios de la calidad del agua de consumo humano. El nivel míni-
mo de grados Brix del zumo reconstituido corresponderá al nivel de
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grados Brix del zumo extraído de la fruta utilizada para elaborar el
concentrado. Se podrán reincorporar al zumo de frutas a partir de
concentrado el aroma, la pulpa y las células obtenidos por los me-
dios físicos apropiados que procedan de la misma especie de fruta. El
zumo de frutas a partir de concentrado se preparará según procesos
de fabricación apropiados que mantengan las características físicas,
químicas, organolépticas y nutricionales esenciales de un tipo medio
de zumo de la fruta de la que procede. La mezcla de zumos de frutas
y/o de zumos de frutas concentrados y de puré de frutas y/o de puré
de frutas concentrado está autorizada para la producción de zumo de
frutas a partir de concentrado.

4. Néctar de frutas: el producto susceptible de fermentación, pero no
fermentado que se obtenga por adición de agua con o sin adición de
azúcares y/o de miel a los productos definidos en los puntos 1 a 3, al
puré de frutas, y/o al puré de frutas concentrado, y/o a una mezcla de
estos productos, y posea un contenido mínimo de zumo y/o de puré
del 40% del volumen de producto acabado para el arándano o mirtilo
y del 30% para el arándano rojo.

A los distintos zumos definidos anteriormente se le pueden adicionar
los siguientes ingredientes:

a) Vitaminas y minerales autorizados por el Reglamento (CE) No

1925/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 20 de di-
ciembre de 2006, sobre la adición de vitaminas, minerales y otras
sustancias determinadas a los alimentos.

b) Aditivos alimentarios autorizados por el Reglamento (CE) No

1333/2008, de 16 de diciembre.

c) A los zumos de frutas, los zumos de frutas a partir de concentrado
y los zumos de frutas concentrados: los aromas, las pulpas y las
células restituidos.

d) A los néctares de fruta: aromas, pulpas y células restituidos; azú-
cares y/o miel en una cantidad no superior al 20% en peso res-
pecto al peso total de los productos acabados, y/o edulcorantes.
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Solamente podrá declararse que no se han añadido azúcares a un
néctar de frutas, así como efectuarse cualquier otra declaración
que pueda tener el mismo significado para el consumidor, si no
se ha añadido al producto ningún monosacárido ni disacárido,
ni ningún alimento utilizado por sus propiedades edulcorantes,
incluidos los edulcorantes definidos en el Reglamento (CE) No

1333/2008, de 16 de diciembre. Si los azúcares están natural-
mente presentes en los néctares de frutas, en el etiquetado de-
berá figurar asimismo la siguiente indicación: “contiene azúcares
naturalmente presentes”.

e) Con el fin de corregir el sabor ácido: zumo de limón y/o de zumo
de lima y/o de zumo concentrado de limón y/o de zumo con-
centrado de lima, en una cantidad no superior a 3 gramos por
litro de zumo, expresada en ácido cítrico anhidro. Por otro lado,
la elaboración de bebidas refrescantes se rige por una norma di-
ferente a la de los zumos. Los requisitos se exponen en el BOE
No119 del 19 de mayo de 2011. Por bebida refrescante se entien-
de las bebidas analcohólicas, carbonatadas o no, preparadas con
agua de consumo humano, aguas preparadas, agua mineral na-
tural o de manantial (en lo sucesivo agua), que contengan uno
o más de los siguientes ingredientes: anhídrido carbónico, azúca-
res, zumos, purés, disgregados de frutas y/o vegetales, extractos
vegetales, vitaminas y minerales, aromas, aditivos autorizados
u otros ingredientes alimenticios. En las bebidas refrescantes de
zumo de frutas deberá señalarse además el porcentaje de zumo
que contienen.

En Argentina

En Argentina, la elaboración de productos alimenticios está regulada por el
Código Alimentario Argentino (C.A.A.). En el capítulo XII de este código
se expone todo lo relativo a “Jugos Vegetales”. A continuación se presenta
un extracto de los artículos que se aplican a los zumos y néctares de frutas.

Art. 1040 - (Res 2067, 11.10.88) Se entiende por Jugos o Zumos Vegetales,
los obtenidos por medios mecánicos de las frutas u hortalizas comestibles,
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sanas, limpias y maduras. Podrán presentarse turbios debido a la presencia
de sólidos insolubles propios de la fruta u hortaliza de la cual proceden.
Deberán cumplir las siguientes exigencias:

1. Estarán libres de toda parte no comestible de la fruta u hortaliza de
la cual proceden.

2. No contendrán más de 0.5% v/v de alcohol etílico y no se hallarán en
estado de fermentación.

3. Cumplirán con las tolerancias residuales para plaguicidas y otros agen-
tes de tratamiento agrícola establecidas por las leyes vigentes.

4. Deberán presentarse conservados por alguno de los siguientes sistemas:

a) Por los métodos físicos según los Artículos. 160 a 166 del pre-
sente Código con declaración en el rotulado principal del método
empleado con caracteres de buen tamaño, realce y visibilidad.

b) Mediante los siguientes conservadores químicos:

1) Ácido benzoico (o su equivalente en sales de sodio) máx. 1.00
g/kg o

2) Ácido sórbico (o su equivalente en sorbato de sodio) máx.
1.00 g/kg, o 1 g/kg de la mezcla expresada como ácidos, con
la inserción en el rotulado principal con caracteres de buen
realce y vi-sibilidad y 2 mm de altura como mínimo de la
leyenda “Con conservadores autorizados”.

5. Se expenderán en envases bromatológicamente aptos en los cuales el
producto deberá ocupar como mínimo el 90% v/v de su capacidad de
agua.

6. Responderán a las normas individuales para cada jugo que establece
el presente Código.

Quedan permitidas las siguientes operaciones:
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1. La sulfitación de los jugos. El contenido de dióxido de azufre total
no será mayor de 60 mg/kg, debiendo indicarse en el rotulado “Con
dióxido de azufre como antioxidante” o indicación equivalente, con
caracteres de buen tamaño, realce y visibilidad.

2. El agregado de ácido levo-ascórbico como antioxidante en la cantidad
tecnológicamente adecuada, sin declaración en el rotulado.

3. La carbonatación con dióxido de carbono con declaración en el rotu-
lado.

Art. 1041 - (Res 2067, 11.10.88) Se entiende por Jugos o Zumos Vegetales
a base (u obtenidos) de concentrados, los obtenidos por agregado de agua
potable a jugo concentrado, que respondan a las exigencias del presente
Código. Se admite la restitución de los componentes naturales volátiles per-
didos en el proceso de concentración del jugo original o de la misma especie
de fruta. Deberá responder a las exigencias del Artículo 1040.

Art 1043 - (Res 2067, 11.10.88) Se entiende por Jugo o Zumo endulzado...,
y por Jugo endulzado de... a base (u obtenido) de concentrado (con la in-
dicación en el espacio en blanco del nombre de la fruta u hortaliza de la
cual procede) a los obtenidos a partir de los jugos definidos en los Artícu-
los. 1040, 1041, respectivamente adicionados como máximo de 10% p/v de
azúcares nutritivos sólidos. No podrán ser adicionados de agentes aromati-
zantes, saborizantes, substancias colorantes ni acidulantes.

Art 1045 - (Res 2067, 11.10.88) Se entiende por Jugo o Zumo mezcla de
... (con la indicación en el espacio en blanco del nombre de las frutas u
hortalizas de las que proceden) al producto obtenido por la mezcla de hasta
tres clases de jugos definidos en los Artículos. 1041 o 1042 que respondan a
las exigencias del Artículo 1040.

Art 1065bis - (Dec 9005, 20.12.72) Con la denominación de Néctar de ...
(damasco, ciruela, durazno, manzana, pera), se entiende el producto no fer-
mentado pero fermentable, constituido exclusivamente por: No menos del
50% en volumen del jugo y pulpa en las proporciones que existan normal-
mente en la fruta correspondiente; adicionado de una solución de edulco-
rantes nutritivos (azúcar blanco, dextrosa, azúcar invertido o sus mezclas,
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o miel, con o sin el agregado de ácidos orgánicos: cítrico, tártrico, málico o
sus mezclas. Envasado en un recipiente bromatológicamente apto, cerrado
herméticamente y sometido a tratamiento térmico adecuado que asegure su
conservación. Las frutas empleadas deberán ser maduras, sanas y limpias.
La pulpa de la fruta deberá ser finamente dividida, tamizada y homoge-
neizada. El producto terminado deberá estar libre de fragmentos de hojas,
piel, semillas o huesos, pedúnculos u otras substancias extrañas. Tendrán el
color, sabor y aroma propios de la fruta madura y no presentarán altera-
ciones producidas por microorganismos u otros agentes físicos, químicos o
biológicos. No deberá contener residuos de plaguicidas. No podrán ser adi-
cionados de substancias espesantes o estabilizantes. Podrán ser adicionados
de ácido l-ascórbico en cantidad tecnológicamente adecuada en función de
antioxidante, pero no deberá ser mencionado en el rótulo ni como agregado,
ni como antioxidante.

El equivalente a bebidas refrescantes en la legislación argentina está regu-
lado por el siguiente artículo:

Art 996 - (Res Conjunta SPyRS No 009 y SAGPyA No 106 del 6.03.00)
Se entiende por Bebidas sin Alcohol o Bebidas Analcohólicas, las bebidas
gasificadas o no, listas para consumir, preparadas a base de uno o más de
los siguientes componentes: Jugo, Jugo y Pulpa, Jugos Concentrados de fru-
tas u Hortalizas, Leche, Extractos, Infusiones, Maceraciones, Percolaciones
de sustancias vegetales contempladas en el presente Código, así como Aro-
matizantes/Saborizantes autorizados. El agua empleada, en su elaboración
deberá responder a las exigencias del Artículo 982 o 985. Deberán presen-
tar color, olor y sabor normales de acuerdo a su composición. No deberán
contener alcohol etílico en cantidad superior a 0.5% en volumen. Podrán
ser adicionadas de:

1. Edulcorantes nutritivos autorizados por el presente Código.

2. Dióxido de carbono que cumpla con las exigencias del Artículo 1066
a una presión no menor de 1.5 atmósferas medida a 20oC.

3. Acidulantes, colorantes, conservadores, estabilizantes, emulsionantes,
espesantes, exaltadores de sabor, espumantes, humectantes, regula-
dores de acidez, antioxidantes, aromatizantes-saborizantes, antiespu-
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mantes y secuestrantes consignados en la Resolución (ex MSyAS) No

587/97 y en las condiciones de uso que se señalan en la misma.

4. Cuando se adicione ácido ascórbico como antioxidante se hará sin
declarar en el rótulo: “Contiene Vitamina C”.

5. En las bebidas no gasificadas se admitirá la adición de Hexameta-
fosfato de Sodio con la función de agente secuestrante con un límite
máximo de 0.1 g/100 ml (1000 ppm).

6. Se podrán emplear cremogenados que cumplan con las exigencias del
Artículo 1051 del presente Código en cantidad no superior al 3% p/v,
por cada 10% v/v de jugo, con declaración en el rótulo. En ningún
caso puede computarse como jugo.
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