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Antecedentes

1.1. Antecedentes.

En los ultimos afios hay una demanda creciente, por parte de los
consumidores, de alimentos frescos minimamente transformados, libres
de aditivos y con una vida util larga. Al mismo tiempo, el conocimiento
sobre el papel que desempefian frutas y verduras en el mantenimiento de
la salud y reduccion de enfermedades hace que su demanda esté en
aumento. Un informe de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) vy la
Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
(FAO) recomienda un consumo minimo de 400g de fruta y verdura al dia
para prevenir enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes vy
obesidad, ocasionadas en parte por deficiencias en micronutrientes.
Debido a esa demanda de los consumidores y al consumo recomendado
de frutas y verduras surge la aparicién de nuevos productos que cumplan

las expectativas.

Los smoothies son zumos con mas densidad, ya que contienen la
pulpa, de las frutas o verduras. En los ultimos afios, los smoothies a base
de frutas han ganado popularidad en todo el mundo, y son en la
actualidad uno de los principales segmentos del mercado de bebidas.
Esto se debe principalmente al aumento de la conciencia de la salud entre
el publico, la conveniencia, el sabor y la naturalidad ofrecido por los
smoothies. Son productos altamente valorados por su aporte en
vitaminas y antioxidantes, pero son propensos al deterioro. Los
principales cambios en estos zumos de frutas son, deterioro

microbioldgico, cambios sensoriales (aparicion de flavores indeseables),

17



Antecedentess

fisicos (pardeamiento y pérdida de turbidez del zumo) y cambios en su
composicién (pérdida de propiedades nutricionales como vitaminas y
antioxidantes). Por lo anterior es necesario aplicar un tratamiento de
conservacion que garantice la seguridad y estabilidad del alimento. La
pasteurizacion es el tratamiento térmico que se aplica en la conservacion
de zumos. Es un proceso agresivo para los alimentos debido a que se le
aplica una temperatura elevada (>80°C). La pasteurizacién elimina los
microorganismos alargando la vida util del zumo, pero afecta

negativamente a los atributos sensoriales y nutricionales.

La aplicacién de altas presiones es un método de conservacion de
alimentos dénde el producto estd sujeto a elevadas presiones con la
finalidad de obtener un alimento estable, que mantenga las propiedades
nutricionales y atributos deseables para el consumidor asociados al
“fresh-like”. Como han mencionado varios autores (Keenan et al., 2010;
Landl et al., 2010; Knockaert et al., 2011; Vervoort et al., 2012), HPP se
ha propuesto como una alternativa al tratamiento térmico. La mayor
ventaja de aplicar altas presiones es que el producto es
microbiolégicamente seguro sin afadir aditivos, mientras que el flavor,
las vitaminas, el color y otras propiedades de los alimentos no se ven
afectadas o se afectan en una pequefa medida (Hendrickx et al., 1998).
Estas propiedades, ademas de no verse afectadas por el tratamiento,
deben ser estables durante el almacenamiento. La presencia de
diferentes frutas o verduras en un zumo, con diferentes caracteristicas y
comportamiento, dificulta el establecimiento de una tendencia en su

comportamiento durante la vida util.
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Objetivos

1.2. Objetivos.

Objetivo general:

El objetivo general de la presente tesis doctoral fue explorar el uso de
altas presiones hidrostaticas para obtener smoothies de fruta o verdura
con propiedades sensoriales similares a las de un producto no tratado y
con una vida comercial parecida a la de un producto pasteurizado

térmicamente.

Objetivos parciales:

- Establecer las condiciones 6ptimas de presurizacién de los smoothies en
base a diversas -caracteristicas microbioldgicas, enzimaticas, fisico-
quimicas, sensoriales y nutricionales, en comparacion con smoothies

pasteurizados mediante un tratamiento térmico convencional.

- Evaluar el efecto de los tratamientos de presurizacion optimizados
sobre las caracteristicas anteriormente citadas en tres tipos de
smoothies, basados en fémulas comerciales y elaborados con frutas,

verduras o frutos rojos.

- Establecer la vida util de los smoothies elaborados con frutas, verduras
o frutos rojos, durante su almacenamiento en condiciones de venta al por

menor (refrigeracion e iluminacién con luz blanca fluorescente).
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Introduccién

1. Smoothie.

2.1.1. Definicion de smoothie.

Los smoothies son elaborados a base de zumos y trozos de frutas y
verduras naturales. Su consumo suele ser mezclado con hielo, lacteos o
trozos de fruta fresca. Debido a la presencia de la pulpa de la fruta o
verdura tiene una consistencia mas densa que los zumos convencionales.
Es por esto su nombre, “smoothie”, haciendo referencia a su cremosidad.

Los smoothies son una manera practica de consumir fruta o verdura.

2.1.2. Normativa aplicable.

La legislacién de los zumos y néctares se manifiesta en tres niveles

o ambitos distintos, que se citan mas adelante:

- A nivel internacional a través de la Norma para zumos del Codex
Alimentarius.

- A nivel europeo a través de la Directiva comunitaria de zumos.

- A nivel nacional a través de la Reglamentacion Técnico Sanitaria de

Zumos.

La FAO y la OMS crearon en 1962 el Codex Alimentarius para facilitar
el comercio internacional de alimentos y garantizar a los consumidores su
calidad, seguridad e inocuidad. Segun el Codex Alimentarius se entiende

por zumo de fruta el liquido sin fermentar, pero fermentable, que se
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obtiene de la parte comestible de frutas en buen estado, debidamente
maduras y frescas o frutas que se han mantenido en buen estado por
procedimientos adecuados, inclusive por tratamientos de superficie
aplicados después de la cosecha de conformidad con las disposiciones
pertinentes de la Comision del Codex Alimentarius (Codex Stan 247-

2005).

Por puré de fruta se entiende el producto sin fermentar, pero
fermentable, obtenido mediante procedimientos idéneos, por ejemplo
tamizando, triturando o desmenuzando la parte comestible de la fruta
entera o pelada sin eliminar el zumo (jugo). La fruta debera estar en
buen estado, debidamente madura y fresca, o conservada por
procedimientos fisicos o por tratamientos aplicados de conformidad con

las disposiciones pertinentes de la Comisidon del Codex Alimentarius.

Los zumos y néctares de frutas deberan tener el color, aroma y
sabor caracteristicos del zumo del mismo tipo de fruta de la que

proceden.

La legislacidon de zumos vigente en la actualidad en la Unién

Europea y en Espana esta regulada por:

Disposiciéon Comunitaria de directa aplicacién:

- Directiva 2001/112/CE objeto de transposicién del Consejo, de
20 de diciembre, relativa a los zumos de frutas y otros productos
similares destinados a la alimentacién humana.

Modificada por:
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Directiva 2009/106/CE, que se dictd teniendo en cuenta la
evolucion de las normas internacionales pertinentes, en particular,
la Norma General del Codex para Zumos y Néctares de Frutas
(Codex Stan 247-2005).

Directiva 2010/33/UE, que corrige la version espafiola de la
Directiva 2001/112/CE del Consejo, de 20 de diciembre.

Directiva 2012/12/UE, se dicté con los objetivos de adaptar al
progreso técnico las normas sobre elaboracién, composicién y
etiquetado de los zumos de frutas y otros productos similares

destinados a la alimentacion humana.

Disposiciones Nacionales:

- Real Decreto 462/2011 de 1 de abril, por el que se modifica el
Real Decreto 1050/2003, de 1 de agosto, por el que se aprueba la
Reglamentacion técnico-sanitaria de zumos de frutas y de otros
productos similares, destinados a la alimentacién humana.
Mediante el presente real decreto se incorpora la Directiva
2009/106/CE de la Comision, de 14 de agosto de 2009, al
ordenamiento interno, asi como la Directiva 2010/33/UE de la
Comisién, de 21 de mayo de 2010.

- Real Decreto 176/2013, de 8 de marzo, por el que se derogan
total o parcialmente determinadas reglamentaciones técnico-
sanitarias y normas de calidad referidas a productos alimenticios:
Derogacion parcial de la Reglamentacién Técnico-Sanitaria para la

elaboracién y venta de zumos de frutas y de otros vegetales y de
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sus derivados aprobada por el Real Decreto 667/1983, de 2 de
marzo.

- Real Decreto 781/2013 de 11 de octubre de 2013, por el que se
establecen normas relativas a la elaboraciéon, composicion,
etiquetado, presentacién y publicidad de los zumos de frutas y
otros productos similares destinados a la alimentacion humana
(Deroga el Real Decreto 1050/2003). Tiene el objetivo de
trasponer la Directiva 2012/12/UE.

- Real Decreto 1518/2007, de 16 de noviembre, por el que se
establecen pardmetros minimos de calidad en zumos de frutas y

los métodos de analisis aplicables.

2.1.3. Comercializacion y consumo de zumos y smoothies.

Las condiciones comerciales en 2013 y 2014 fueron dificiles en un
clima de constante inestabilidad econdmica. El aumento de los precios en
materia prima y logistica ha empujado hacia arriba los precios medios,

llevando a muchos consumidores a disminuir su consumo.

El consumo en zumos de frutas y néctares en la Unién Europea
fue, en 2014, de 10.000 millones de litros, frente a los casi 40.000
millones de litros del consumo mundial (Tabla 1a). En general, el
consumo de zumos de frutas en Europa, en litros, cayd un 4.1 % en 2014
(Tabla 1b.). A pesar de este descenso, aumentd el consumo de zumos
elaborados a partir de no concentrados. Esto indica la demanda por parte

de los consumidores de alimentos naturales.
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Tabla 1. (a) Consumo mundial de zumos de frutas y néctares en litros

en 2014. (b) Tendencias en el consumo de zumos de frutas en Europa

(European Fruit Juice Association [AIJN], 2015).

a
Regién Mi"fi?reoss e

América del Norte 9.480
Oeste de Europa 8.793
Este de Asia 8.330
Este de Europa 4.794
América del Sur 3.631

ﬁl;rii;:a y Oeste de 3625
Total 38.653
EU 28 9.702

Tipo de zumo/
Millones de
litros

Zumo de frutas
total

Refrigerado

No Refrigerado

Concentrado

No Concentrado

2010

7.191

1.323

5.868

5.585

1.606

2011

7.024

1.360

5.665

5.300

1.725

2012

6.786

1.403

5.383

4.995

1.791

2013

6.478

1.407

5.071

4.647

1.830

El mercado de zumos de frutas y néctares también ha

Espafia un 2.5 % de volumen en 2013, y un 1.8 % de volumen

2014

6.215

1.393

4.822

6.367

1.848

%cambio

-4.1%

-1.0%

-4.9%

-6.0%

1.0%

caido en

en 2014,

lo que supone un volumen de produccion total de 985 y 968 millones de

litros de zumos de frutas y néctares respectivamente (AIJN, 2015). La

industria de alimentacidn y bebidas de nuestro pais ocupa el primer lugar

como sector industrial en términos de facturacién. Segun el informe

econdmico de la Federacion Espafola de Industrias de la Alimentacion vy

Bebidas (FIAB, 2015), entre las principales economias europeas, las

exportaciones de la industria de alimentaciéon y bebidas espanola han

sido las que mas han crecido en 2014, un 5.9 %, siendo el 10 % del total

de exportaciones de bienes de Espana.
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Segun el informe del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y
Medio Ambiente (MAGRAMA, 2015), entre los sabores que mas se
consumen en Espafia destaca el zumo de naranja con casi el 30 %,
seguido del zumo de pifia con un 20 % y melocotén con un 18 % (Figura
1). El perfil del consumidor de zumo y néctar corresponde normalmente
a hogares situados en poblaciones medianas (2.000 a 100.000
habitantes), formados por 3 6 4 personas, con presencia de hijos, cuyo
responsable de la compra no supera los 49 afos. Los hogares formados

por jovenes independientes superan un 76 % el consumo medio.

Una tendencia clave en los principales mercados de frutas y zumos
es que ha habido un cambio en consumir menos cantidad, pero mejor
calidad. Muchos consumidores parecen estar dispuestos a pagar por
naturalidad y funcionalidad de un zumo de alta calidad, ya sea por
razones de salud o por placer. La creciente demanda de calidad sobre la
cantidad estd impulsando a muchos productores a invertir en el
desarrollo de alimentos funcionales con alto valor afiadido. La aparicidon
en el mercado de nuevos productos, como los smoothies, puede cubrir
las nuevas demandas y necesidades de los consumidores e impulsar la

industria productora de zumos.
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Figura 1. Consumo en Espaina de zumo de frutas y néctares por sabores
(MAGRAMA, 2015).
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2.1.4. Proceso de elaboracion de un smoothie de fruta.

Figura 2. Diagrama de flujos del procesado de elaboracion.

| Recepcidn de materias primas I

| Lavado y Desinfeccién l

| Pelado delafruta l | Fruta sin pelar '

[ Licuado l | Triturado l

SN
| Zumo l lIumc&PulEa' — W

| Refrigeracion y almacenamiento l
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Recepcion de la materia prima.

La materia prima cuando llega a la industria es recepcionada,
pesada y seleccionada, eliminando asi posibles restos de hojas, ramas y
desechando el producto en mal estado. Cada tipo de producto pasara por
una cinta transportadora hacia la zona de lavado. El producto puede ser

elaborado con frutas o verduras, solas o mezcla de varias.

Frutas: Son las partes carnosas de érganos florales que han alcanzado el
grado de madurez adecuado y son aptas para el consumo.

Hortalizas: Aquellas partes de los vegetales en estado fresco, que bien
crudas, conservadas o preparadas de diversas formas se utilizan
directamente para consumo humano.

Verduras: Son hortalizas que la parte comestible son los 6rganos verdes

de la planta, como los tallos o las hojas.

Lavado y desinfeccién de la fruta.

La fruta pasa por una solucién de agua clorada dénde se elimina la

suciedad, restos de pesticidas y microorganismos superficiales.

Cortado/Pelado.

Dependiendo del tipo de fruta se procede a la extraccion del zumo.
Las frutas con piel que no se utiliza en la elaboracién del smoothie, como
la naranja o el platano, son peladas antes de exprimir. En cambio, hay
frutas que se utilizan enteras, como son las bayas (fresa, mora, uva,...) y

otras, como la manzana, se pueden utilizar enteras o peladas.
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Extraccién del jugo y pulpa.

El smoothie se caracteriza por estar compuesto del zumo y pulpa
de la fruta. La fruta triturada es utilizada entera, aportara la pulpa y
densidad al smoothie. Las frutas exprimidas o licuadas pueden incorporar

so6lo el zumo o anadirle también la pulpa.

Escaldado (opcional).

Algunas frutas o vegetales pueden ser escaldados antes de ser
procesados. La aplicacion de un tratamiento térmico fuerte durante un
corto periodo de tiempo, algunos segundos, puede mejorar la textura, el

sabor y favorecer la inactivacién de enzimas.

Mezclado.

Para elaborar el smoothie se mezclan las diferentes proporciones

de zumo o zumo y pulpa de cada fruta.

Desaireado.

Se elimina el aire ocluido en el zumo para evitar reacciones de

oxidacién y la proliferacion microbioldgica.

Envasado.

El envase a utilizar debe ser adecuado para el tipo de producto y
para el tipo de tratamiento que va a recibir. Para los zumos,
normalmente se utilizan botellas de vidrio, envases de cartdn (Tetra brik)

o envases plasticos (PVC).
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Tratamiento de conservacion.

Tiene dos objetivos: inactivacidon de enzimas y eliminacién de

microorganismos.

Los tratamientos por calor (pasteurizacién y esterilizacion) son los
que se han aplicado en mayor medida en zumos de frutas y verduras.
Para minimizar los cambios producidos por la aplicacion de calor surgen

los métodos de conservacion no térmicos.

El tratamiento puede aplicarse sobre el producto antes o después
de ser envasado. En este Ultimo caso se evita el riesgo de una

contaminacién posterior.

Refrigeracién.

Los smoothies o zumos con un tratamiento térmico a altas
temperaturas aseguran la inocuidad del alimento durante mucho tiempo
y pueden ser almacenados a temperatura ambiente. Los que han sido
tratados mediante procesos no térmicos o térmicos a baja temperatura,
su vida util es mas corta y deben ser almacenados, hasta su consumo, en

refrigeracion.
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2.2. Nuevas tecnologias de conservacion.

Tabla 2. Nuevas tecnologias para el procesado de alimentos (Barbosa-

Canovas et al., 2010).

Tecnologias no térmicas

Tecnologias térmicas

Altas presiones hidrostaticas*

Pulsos eléctricos

Irradiacion*

Ultravioleta*

Ultrasonidos

Ozono*

Di6éxido de carbono

Microondas

Radio frecuencia

Calentamiento dhmico

Calor inductivo

*Actualmente en uso comercial.

Los tratamientos de conservacion convencionales se basan en la

aplicacién de calor para conseguir productos seguros y estables mediante

la inactivacién microbiana y enzimatica. Estos tratamientos térmicos

tienen efectos negativos sobre propiedades sensoriales y nutricionales,

desarrollando off flavors y degradando vitaminas y antioxidantes. Es por

esto que surge el interés y el estudio de nuevas tecnologias que,

minimicen dichos efectos sobre el alimento. (Tabla 2).
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Entre ellas se encuentran las altas presiones (High Pressure
Processing, HPP) donde se aplica presion (100-1000 MPa) al alimento de

manera isostatica para eliminar microorganismos.

Otro tratamiento son los pulsos eléctricos de alta intensidad
(Pulsed Electric Field, PEF). Los campos eléctricos generados en un
rango de 5-50 kV/cm por la aplicacion de pulsos eléctricos durante
microsegundos (MJs), ocasiona cambios en las funciones de la membrana
celular, asi como la ruptura de la célula microbiana (Qin et al., 1996). La
electroporacién tiene como objetivo ofrecer a los consumidores alimentos
de alta calidad. La tecnologia PEF se considera superior a la tecnologia
térmica tradicional, ya que evita o reduce en gran medida los cambios
sensoriales y fisicos indeseables (Barbosa-Canovas et al., 1999). Los
zumos de manzana y naranja son, entre otros, los que se han tratado

con mayor frecuencia mediante PEF (Mohamed et al., 2012).

Entre los métodos no térmicos también se encuentran las
radiaciones Gamma o como son referidas, radiaciones ionizantes y las
radiaciones Ultravioletas. Durante la irradiacion, los alimentos se
exponen brevemente a una fuente de energia radiante (rayos gamma,
rayos X o electrones acelerados) dentro de una instalacién protectora. El
dafio en el material genético tiene lugar como resultado de una colisién
directa de la energia radiante en dicho material o como resultado de la
ionizacion de una molécula adyacente, habitualmente agua (Grecz et al.,
1983), que interacciona con el material genético. La aplicacion de
radiaciones ionizantes a los alimentos a dosis inferiores a 10 kGy
consigue alcanzar perfectamente el objetivo de seguridad alimentaria en
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relacion con las bacterias patégenas no esporuladas (Agencia Espafola

de Seguridad Alimentaria [AESA], 2004).

Los ultrasonidos son un método no térmico donde se aplican
intensidades mayores de 1 W/cm?y frecuencias entre 20 kHz y 100 kHz.
El efecto biocida de los ultrasonidos se ha atribuido principalmente a
factores fisicos (cavitacion, efectos mecanicos) y/o quimicos (formacion
de radicales libres). El uso de los ultrasonidos como técnica de
conservacion de los alimentos se encuentra todavia en consideracién y su
eficacia debe ser evaluada para su aplicacién comercial (Ercan y Soysal,

2013).

La aprobacion por parte de la Food and Drug Administration (FDA)
del empleo del ozono como aditivo directo a los alimentos en 2001
desencadend el interés por la aplicacion del ozono en la industria
alimentaria. Productores de zumos de EE.UU. y Europa han comenzado a
emplear ozono para la pasteurizacién, lo que ha resultado en la creacion
de unas directrices por la FDA. Son suficientes cantidades relativamente
pequefas de ozono y tiempos de contacto cortos para el efecto
antimicrobiano deseado (Figura 3). El ozono tiene un alto potencial de
oxidaciéon y se descompone rapidamente en oxigeno sin dejar residuos
toxicos. Esto hace que sea una opcidon atractiva para la industria

alimentaria (Tiwari et al., 2009).
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Figura 3. Esquema del equipo utilizado en la aplicaciéon de ozono
(Tiwari et al., 2009).
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El uso de diéxido de carbono supercritico (SC-CO,) es una técnica
en la que se aplica CO, por encima de su temperatura y presion critica
(Tc=31.1 °C, Pc=7.38 MPa) para la eliminacion de microorganismos.
Tiene la habilidad Unica de difusidon a través de un sélido como un gas, y
disolverse en materiales como un liquido. El sistema SC-CO, tiene otras
ventajas: no es toxico, no es inflamable, es quimicamente inerte, y
fisioldgicamente seguro (Lin et al., 1991). El mecanismo de destruccién
de microorganismos puede ser resumido en los siguientes pasos:
solubilizacion de CO2 presurizado en la fase liquida, la modificacion de la
membrana celular, disminucién del pH intracelular, inactivacién
enzimatica / inhibicidn del metabolismo celular debido a la reduccién del
pH, trastorno del equilibrio de electrolitos intracelulares, y la separacién
de constituyentes vitales de las células y las membranas celulares

(Garcia-Gonzalez et al., 2007).

37



Introduccién

2.3. Altas presiones hidrostaticas.

2.3.1. Fundamentos de las altas presiones.

Las altas presiones son conocidas como HPP (High Pressure
Processing) o HHP (High Hydrostatic Pressure). Es un método de
procesado no térmico en el que los alimentos son sometidos a presiones
entre 100- 800 MPa durante 1-30 minutos. La presion atmosférica media
es de 101.325 pascales (1 Pa=10"°MPa), a nivel del mar. La aplicacién de
presiéon al alimento se trata del mismo efecto que conseguiriamos
sumergiendo el producto a 60 Km por debajo del nivel del mar. Es un
método de conservacidon poco invasivo que produce alimentos de alta
calidad nutricional. Los alimentos son seguros, puesto que elimina
microorganismos y mantienen los atributos de un zumo fresco. No
destruye esporas por lo que es efectivo sélo para alimentos acidos. Para
una vida util larga, en el resto de alimentos no acidos es necesaria la

aplicaciéon de temperatura junto con presion.

HPP se basa en dos principios:

- Principio Le Chatelier: Si en un sistema en equilibrio se modifica
algun factor (presion, temperatura, concentracion,...) el sistema
evoluciona en el sentido que tienda a oponerse a dicha
modificacion. El aumento de presidn provoca una disminucion del
volumen del producto afectando a estructuras bioldgicas,
reacciones y procesos. El volumen de agua disminuye un 4 % a

100 MPa y un 15 % a 600 MPa (Cheftel, 1995).
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- Principio Isostatico: Establece que la presion es instantanea vy
uniformemente transmitida al producto, ya sea que la muestra
permanezca en contacto directo con el medio de presurizacidon o en
un envase sellado herméticamente que transmita la presion,
independientemente del tamafio o la geometria del producto

(Knorr, 1993).

2.3.2. Procesos y equipos.

El proceso consta de tres partes (Figura 4):

1.-Rampa de presion: Es el tiempo requerido en incrementar la presion
de la muestra a partir de la presiéon atmosférica. El tiempo depende del
ratio de compresién, la transmisidn de presion del fluido y la potencia de

la bomba.

2.-Holding time: Es el intervalo desde que se alcanza la presién hasta
gue comienza la descompresiéon. Tiene un efecto econdmico importante.
Un proceso menor de 5 min maximiza la productividad vy
econdmicamente justifica el uso de esta tecnologia (Balasubramaniam et

al., 2007).

3.-Descompresién: El tiempo que transcurre hasta volver a la presién

atmosférica inicial.
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La presurizacidon puede llevarse a cabo a temperatura ambiente o
se puede aplicar temperatura junto con la presién (>30 ©C). Dicha
temperatura influird en el efecto de las altas presiones sobre el alimento.
La compresién adiabatica del agua causa un aumento de 2-3 °C por cada
100 MPa, aumento que depende de la temperatura inicial del agua y de la
velocidad de compresion (Cheftel y Culioli, 1997). Los aspectos del
proceso a tener en cuenta y que pueden modificar el efecto de la presidn
en el producto son: el nimero de ciclos, tiempo de cada ciclo, presion

aplicada, temperatura y matriz del producto.

Figura 4. Aplicacidn de altas presiones en alimentos.
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Hay dos tipos de equipos en funcidén de la compresién, indirecta y
directa. En la compresion indirecta (Figura 5) los productos son tratados
ya envasados en materiales flexibles. El producto es cargado en el
equipo. Una vez realizada la carga, un par de bombas, inyectan agua al
interior hasta alcanzar la presiéon adecuada. Esa sobrepresion es la que se
transmite al alimento envasado durante el tiempo estimado. Por ultimo,
para la descompresion, se vacia el equipo de agua (medio transmisor de
la presidon) mediante la apertura de una valvula. El producto estaria listo
para consumir o almacenar/refrigerar. Con este tipo de equipos se evita
una posible recontaminacién del alimento, ya que ha sido tratado

envasado. Se pueden procesar alimentos liquidos y sélidos.

Figura 5. Presurizacion mediante compresién indirecta.
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Figura 6. Presurizacion mediante compresion directa.
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En la compresion directa (Figura 6), los alimentos liquidos estan
en contacto con el acero. El equipo se carga con el producto a tratar. Una
bomba introduce agua, la cual empuja un piston que ejerce la presion al
producto. Una vez realizado el tratamiento, el producto saldria por otro

conducto estéril y se procederia al envasado.

La presurizacidon es un proceso sostenible que no genera residuos
ya que sélo utiliza agua, que se recicla, y electricidad. El gasto energético
al presurizar a 400 MPa es el mismo que el necesario para calentar 1 litro
de agua a 30 °C, aunque los equipos requieren una alta inversion inicial.

El coste de una maquina esta entre 500.000-2.000.000 € dependiendo de
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la capacidad del equipo, por lo que, la amortizacion de la maquina es la
responsable del 60 % del precio del producto. La sustitucion de piezas
representa el 36 % del coste, la energia menos de un 4 % y el consumo
de agua insignificante. Los productos RTE tratados con un sistema de
compresién indirecta, con un holding time de 3 min a 600 MPa y una
eficiencia volumétrica del 60 %, el coste de procesamiento es de entre
0,066 hasta 0,127 € por kg, dependiendo del tamano del equipo HPP

(Purroy Balda et al., 2012).

2.3.3. Aplicacion de las altas presiones en los alimentos.

La primera aplicacidon de las altas presiones en un alimento fue
realizada por Hite (1899), el cual intentd esterilizar la leche y demostro la
reduccion de la poblacibn microbiana tras la presurizacién.
Posteriormente estudié el efecto en frutas durante 5 afios tras aplicar
presiones entre 400-800 MPa (Farr, 1990). Brigman (1914) comprobd la
desnaturalizacion proteica en la clara de huevo en presiones superiores a
300 MPa (Hoover et al., 1989). Otros autores centran sus estudios en el
diseno de los equipos de generacién de altas presiones (Crossland,
1983). En 1990, la compafia japonesa Meidi-Ya Food Co. introduce al
mercado los primeros productos presurizados: mermeladas de fresa,
frambuesa, kiwi y manzana (Askar, 1998). Hoy en dia existen, a nivel
internacional y nacional, numerosas companias productoras de alimentos

presurizados.
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Figura 7. Aplicacidon de HPP en los sectores de la industria alimentaria, a

nivel mundial, a finales del 2013 (Nunes, 2014).

B Productos Carnicos B Productos vegetales B Zumos y bebidas
M Pescados y Mariscos ® Otros

18%

13% 26%

14%

Productos carnicos

Las presiones que se aplican para la pasteurizacion de la carne
rondan los 400-600 MPa, durante tiempos cortos de 3-7 min a
temperatura ambiente (Bajovic et al., 2012). Entre sus mejoras estan, la
estabilidad del producto durante su vida util, la reduccion de sal y
aditivos y, ademas, surgen nuevos productos en el mercado ready to eat
(RTE). Sin embargo, HPP puede afectar al color, textura y flavor de los
productos carnicos (Cheftel y Culioli, 1997), lo cual no es siempre
aceptado por los consumidores. La pérdida del color rojo caracteristico de

la carne fresca se produce a presiones mayores de 300 MPa, necesarias
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para la inactivacion de células vegetativas, debido a la desnaturalizacidon

de la mioglobina.

Los productos carnicos presurizados en el mercado son jamén
curado entero o loncheado, jamdn cocido, mortadela, salchichas, beicon,
chorizo y platos preparados como pollo cocido o asado. Algunos paises
productores de estos productos son Espafia, Japon, Estados Unidos,

Canada e Italia.

Pescados y mariscos

La HPP en pescados asegura la higienizacion del producto. Para la
eliminacion de Anisakis en salmén y halibut son necesarias condiciones
de 276 MPa/90-180 s o0 414 MPa/30-60 s (Molina Garcia y Sanz Martinez,
2002). Ademas, el procesado por altas presiones tiene el potencial de
alargar la vida util. Tratamientos en dorada de 600 MPa/25 °C/5 min
supone un aumento de la vida util de 7 a 27 dias (Tsironi et al., 2015).
Estas mejoras dan lugar a la introduccién en el mercado de nuevos
productos RTE a base de pescado, como platos preparados de merluza,

bacalao, dorada, salmén o atun.

Las ventajas de HPP sobre el tratamiento térmico han sido
demostradas en varios estudios sobre marisco (Murchie et al., 2005).
Para la extraccion de carne cruda del caparazén de los crustaceos se han
utilizado presiones en torno 200-350 MPa, evitando asi la coccion y
aumentando el rendimiento, al aprovechar carne de patas y antenas. En
moluscos, durante la presurizacion, el musculo aductor se separa de la

concha facilitando la apertura y pelado. Algunos productos donde se
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aplica son ostras, almejas, mejillones, bogavantes, cangrejos, langostas
y gambas. El tratamiento HPP se utiliza cada vez mas en la produccién de
surimi, producto a base de carne picada de pescado, debido a la calidad

superior de geles inducidos por HPP (Ashie et al., 1996).

Lacteos

Los productos lacteos presurizados que podemos encontrar son:

leche, queso, yogur, salsas y bebidas.

El tratamiento con presiones a 400 MPa puede producir leche con
una vida util similar a la leche pasteurizada. La disminucién de la carga
microbiana podria favorecer la utilizacién de leche cruda en la elaboracion
de quesos (Huppertz et al., 2002). Ademas, la aplicacion de HPP en
gueso reduce el tiempo de maduracién necesario, lo que supone una
reduccion de costes. Los quesos presurizados desarrollan mejores
texturas y sabores. Esto favorece la aparicion de nuevos productos en el

mercado.

Frutas y verduras

En la industria de derivados de frutas, como los zumos de fruta o
verdura, estd en continuo estudio el tratamiento de conservacién por
medio de la presion. Supone un avance porque genera productos con una
alta calidad sensorial, similar al producto fresco, por lo que tienen un alto
valor afadido. El tratamiento aumenta la vida util, puesto que es efectivo

en la destruccidn de microorganismos. Las presiones utilizadas en este
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tipo de productos, segun la bibliografia, son muy variables debido a las

diferencias de la matriz del producto a tratar.

Con este método de conservacidon surgen nuevos productos
organicos, funcionales y 100 % naturales, como smoothies o zumos de
verduras. Podemos encontrar productos presurizados como guacamole,

mermeladas, salsa de tomate y alimentos RTE.

2.4. Determinacion de la Calidad.

Los atributos mas importantes que determinan la calidad de un
producto son: el valor nutricional, las propiedades organolépticas (sabor,
olor, textura y apariencia), seguridad microbioldgica (ausencia de
patdégenos y toxinas), vida uatil, comodidad y propiedades saludables

(Esteve y Frigola, 2007).

2.4.1. Atributos de Calidad.

2.4.1.1. Valor nutricional.

Las frutas y verduras tienen un efecto beneficioso en la salud y
estd altamente recomendado su consumo. Las frutas y verduras estan
compuestas mayoritariamente de agua, seguido de carbohidratos,
proteinas, lipidos (<1 g 100 g*), fibra, vitaminas, minerales,
antioxidantes y pigmentos, entre otros.
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Tabla 3. Principales componentes de algunas frutas y verduras (Base de

Datos Espafiola de Composicién de Alimentos [BEDCA]).

Agua (%) Calorias Proteinas HC Fibra

% KCal g 100 g* g100g' g100g*
Fresa 89.6 36 0.7 7 2.2
Manzana 85.7 50 0.3 12 2
Naranja 88.6 38 0.8 8.6 2
Platano 75.1 89 1.2 20 3.4
Uva blanca 82.4 68 0.6 16.1 0.9
Grosella 82.8 27 1.1 5 8.2
Calabaza 89.4 32 1.2 5.6 2.4
Calabacin 94.6 17 1.8 2 1.0
Zanahoria 87.8 34 0.8 7 2.6
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El componente mayoritario en frutas y verduras es el agua (>80%)
(Tabla 3), que puede variar del 68 % en aguacate al 94 % en tomate o
sandia. Debido a este alto porcentaje en agua, el contenido caldrico de la

fruta es bajo.

Los hidratos de carbono oscilan entre el 20 % del platano al 2 %
en verduras como el calabacin. La mayoria de las frutas tienen alrededor
de un 10 % de carbohidratos (HC) y corresponden a los monosacaridos
(glucosa y fructosa), disacaridos (sacarosa) y polisacaridos (fibra)
presentes en la fruta. La cantidad en la que se encuentran los azlcares
varia de unas frutas a otras, y dentro de las mismas frutas, en funcién de
la madurez. La relacién de sacarosa:glucosa:fructosa en la mayoria de
las frutas es 2:1:1. Esta proporcion varia en algunas frutas, por ejemplo,
el platano y la pifia tienen mayor contenido de sacarosa, mientras que en
la manzana, fresa y uva la proporcion de fructosa y glucosa es mayor que

sacarosa. (Vicente et al., 2009).

La fibra insoluble estd compuesta por sustancias como celulosa,
hemicelulosa, lignina y almidén resistente, que predominan, en general,
en todos los cereales y algunas verduras. Las frutas contienen fibra
soluble como inulina, pectinas, gomas y fructooligosacaridos. Actuan
captando agua, forman geles viscosos que facilitan el transito intestinal.
El consumo de fibra ralentiza la absorcién de azlcares y grasas, por lo
gue controla los niveles de azucar en sangre (Turgeon y Rioux, 2011). El

consumo diario recomendado esta entre 20-30 gramos (IDR).
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Las proteinas de las frutas se encuentran en muy pequena
cantidad, el contenido varia de 0.1 % a 1.5 %. La composicién de las
proteinas consta de carbono, hidrégeno, nitrégeno y oxigeno ademas de
otros elementos como azufre, hierro, fésforo y cinc. Los lipidos de las
frutas se encuentran en la membrana celular como triglicéridos y
fosfolipidos. El contenido en lipidos es menor al 1 %, a excepcion del
aguacate que tiene un 23 % de grasa, siendo la mayoria acidos grasos

monoinsaturados.

Micronutrientes

Las vitaminas son moléculas esenciales, no se sintetizan, por lo
que tienen que ser obtenidas mediante la dieta. Las frutas y verduras son
la principal fuente de vitaminas. Con una adecuada ingesta, cinco piezas
de frutas y verduras crudas al dia, se pueden prevenir enfermedades.
Son necesarias para el normal funcionamiento del organismo ya que
algunas participan en rutas metabdlicas. Se dividen en vitaminas
liposolubles (A, D, E, K) y vitaminas hidrosolubles (Grupo B y C). La tabla

4 muestra las principales vitaminas de algunas frutas y verduras.
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Tabla 4. Principales vitaminas de algunas frutas y verduras (Base de

Datos Espafiola de Composicién de Alimentos [BEDCA]).

Vitaminas A ug Cmg Bimg B.mg Bs mg Bes mg Bo ug
IDR! 0.7pug  50-100mg 1-2mg 1-2mg 10-15mg 1-2mg 400ug
Fresa 1 60 0.02 0.04 0.6 0.06 20
Manzana 4 3 0.03 0.04 0.2 0.04 1
Naranja 46 50 0.1 0.03 0.3 0.06 37
Platano 18 10 0.06 0.07 0.8 0.51 22
Uva blanca 3 4 0.04 0.02 0.3 0.1 6
Grosella 3.5 40 0.04 0.06 0.3 0.05 40
Calabaza 34 12 - 0.07 0.1 0.1 25
Calabacin 4 20 0.05 0.04 0.56 0.11 50
Zanahoria 1346 7 0.1 0.05 0.6 0.2 30

'IDR: Ingesta Diaria Recomendada. (Otten et al., 2006). (Contenido de
vitaminas en 100 g).
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Los minerales se clasifican segun la ingesta recomendada en:

macrominerales (Calcio, Magnesio, Fésforo, Potasio, Sodio, Cloro) vy

microminerales (Cobre, Flior, Yodo, Hierro, Manganeso, Selenio, Zinc).

Segun Levander (1990), la contribucién de frutas y verduras en la RDA

de minerales es de alrededor de un 30 %. La tabla 5 muestra los

principales minerales de algunas frutas y verduras.

Tabla 5. Principales minerales de algunas frutas y verduras (Base de

Datos Espafiola de Composicién de Alimentos [BEDCA]).

Minerales Na mg K mg Mg mg Camg P mg Fe mg
RDA! 1500 mg 470 mg 300-400mg 1000mg 700 mg 8 mg
Fresa 2 190 12 25 26 0.8
Manzana 2 99 5 6 9 0.4
Naranja 3 200 12 36 28 0.3
Platano 1 350 38 9 28 0.6
Uva blanca 2 250 10 17 22 0.4
Grosella 3 280 13 36 30 1.2
Calabaza 1 450 10 18 30 0.4
Calabacin 3 230 18 19 31 0.4
Zanahoria 70 286 10 42 16 0.3

'IDR: Ingesta Diaria Recomendada. (Otten et al., 2006). (Contenido de
minerales en 100 g).
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Antioxidantes

Las especies reactivas al oxigeno (ROS) son generalmente
moléculas muy pequenas, como radicales libres o peréxidos, altamente
reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de valencia no
apareada. Hay circunstancias que aumentan la produccién de radicales
libres, como reacciones metabdlicas o situaciones de estrés, favoreciendo
las reacciones de oxidacion. Estas reacciones producen alteraciones
negativas en la célula que pueden favorecer el desarrollo de

determinadas enfermedades.

Un antioxidante es considerado cualquier compuesto capaz de
evitar la oxidacion. Hay moléculas antioxidantes que ceden un electrén
(SET) al radical libre, permitiendo que el radical libre pierda su condicion,
por apareamiento de su electron desapareado. El antioxidante se oxida
pero en una forma de baja reactividad en el medio. Otro mecanismo para
evitar la oxidacion es la cesidon de un atomo de hidrégeno por parte del
antioxidante (HAT). Ambos mecanismos son llevados a cabo mediante
antioxidantes no enzimaticos, sintetizados en el cuerpo o aportados
mediante la dieta. Estan presentes en frutas y vegetales y los principales

grupos son vitaminas, compuestos fendlicos y pigmentos (Figura 8).
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Figura 8. Clasificacidon de los antioxidantes en frutas y verduras.
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La vitamina C estd altamente biodisponible, por tanto, es uno de
los antioxidantes hidrosolubles mas importantes. Se encuentra bajo dos
formas quimicas reversibles, el acido ascérbico y su forma oxidada acido
dehidroascérbico. Ambas formas estan en equilibrio en la célula y tienen

actividad vitaminica (Blasa et al., 2010).

Su mecanismo de accion es mediante la donacion de electrones a
especies oxidadas, neutralizando asi su poder oxidativo. El acido
ascérbico se ha empleado para evitar el pardeamiento de frutas. En
presencia de acido ascdérbico, las orto-quinonas se reducen a fenoles y no
tiene lugar el pardeamiento (Maestro Duran y Borja Padilla, 1993). Se
utiliza también cdmo conservante, anadiendo vitamina C a alimentos

propensos a la oxidacion.

El acido ascérbico aporta la capacidad antioxidante a los zumos
citricos. En cambio, en zumos de manzana o vegetales, donde la cantidad
de acido ascoérbico es muy inferior, menos del 5 % de la actividad

antioxidante es atribuido al acido ascoérbico (Gardner et al., 2000).

La vitamina E natural incluye cuatro tocoferoles y cuatro
tocotrienoles. El término vitamina E se utiliza para todos los tocoferoles
aunque sélo deberia aplicarse al a-tocoferol que es el de mayor actividad
bioldgica (Ramirez Tortosa y Quiles Morales, 2005). Es un potente
antioxidante lipofilico y supresor del dano oxidativo en membranas
bioldgicas y tejidos. La vitamina E es una vitamina liposoluble, por lo que
se encuentra en olivas, aguacates, almendras, su contenido en frutas y

verduras es muy pequefo.
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Los compuestos fendlicos, referidos como polifenoles, son mas de
8000 estructuras, los mayoritarios son los flavonoides. Los flavonoides
protegen de agentes oxidantes como la radiacion ultravioleta, sustancias
guimicas presentes en alimentos, contaminacion ambiental,... Se han
clasificado en funcién de sus caracteristicas estructurales: Flavonas
(apigenina, Iuteololina,...), Flavonoles (quercetina, kaempferol,...),
Flavanonas (hesperetina, naringerina,...), Flavanoles (catequinas,
epicatequina,...), Antocianidinas (pelargonidina, malvidina,...) e
Isoflavonas (geisteina,...) (Figura 8) (Martinez-Fléorez et al., 2002;

Martinez-Valverde et al., 2000).

La ingesta promedio de flavonoles y flavonas se sitla entre los 20
y 26 mg/dia (Hertog et al., 1996). Las mayores fuentes de flavonoides
incluyen frutas citricas, bayas, uva y manzana. Los vegetales con mayor
contenido en flavonoides son brécoli, cebolla, tomate y espinaca (Blasa et
al., 2010). El contenido de polifenoles en los zumos oscila generalmente
entre 2 y 500 mg/L, dependiendo del tipo de fruta y/o verdura utilizada

en la elaboracion (Martinez-Valverde et al., 2000).

Otros compuestos fendlicos son los lignanos que, junto con las
isoflavonas, forman parte de los fitoestrégenos, los cuales son
protectores cardiovasculares y del sistema inmune (Blasa et al., 2010).
Estdn presentes en zanahoria, brocoli y bayas. Los estilbenos son
compuestos fendlicos que previenen enfermedades del corazén, como el

resveratrol, y se encuentran en uvas y vino.
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Los pigmentos de las frutas son los que confieren el color al zumo,
como antocianinas, carotenoides vy clorofilas. Las antocianinas son
pigmentos de color azul, purpura, rojo y matices intermedios de estas
coloraciones, se encuentran presentes en numerosos alimentos, frutos,
flores y verduras dando lugar a los colores de frutas rojas como cerezas,
ciruelas, fresas, frambuesas, =zarzamoras, uvas Yy grosellas. Se
caracterizan por su alta capacidad antioxidante. Quimicamente son
glucdsidos de las antocianidinas, es decir, pertenecen al grupo de los
flavonoides. De todas las antocianidinas que actualmente se conocen
(aproximadamente 20), las mas importantes son la pelargonidina,
delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina. En general, el
contenido total de antocianinas en frutas puede estar entre 20 y 1000 mg
100 g™ de fruta fresca, por ejemplo, la uva de vid (Vitis vinifera) tiene un
contenido entre 30-750 mg 100 g (Birdle y Timberlake, 1997) y el
ardndano (Vaccinium myrtillus) 300-600 mg 100 g™* (K&éhkénen et al.,

2003).

Los carotenoides son pigmentos liposolubles responsables del color
amarillo, naranja y rojo de frutas y verduras. El mecanismo de accién de
los carotenoides en la salud humana no se ha definido claramente. Una
posible hipotesis es que los carotenoides, incluyendo pero no limitandose
al B-caroteno, sirven como un supresor de superéxido O,- (forma
altamente reactiva) y como antioxidante en la prevencién del dano de
ROS a compuestos celulares criticos (Carranco Jauregui et al., 2011). Se
han identificado mas de 600 carotenoides, de los cuales, 20 estan

presentes en el cuerpo humano tras la ingesta de frutas y verduras. En
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las verduras el contenido de carotenoides, de mayor a menor cantidad es
luteina, B-caroteno, violaxantina, neoxantina, zeaxantina, B-criptoxantina
y anteraxantina. B-Caroteno es usado como acido retinoico y retinal, que
es la forma activa de la vitamina A. Espinacas, tomates y zanahorias
tienen un alto contenido en carotenos, teniendo estas ultimas un 45-80
% de B-caroteno respecto al contenido total de carotenoides, lo que

supone un contenido de 6300 pg/100 g FW (Kalt, 2005).

Las clorofilas son pigmentos de color verde, presentes en
organismos que contienen cloroplastos en sus células, lo que incluye a las
plantas y a los diversos grupos de protistas, responsables de realizar la
fotosintesis, proceso que permite a las plantas absorber energia a partir
de la luz solar. La mayor parte de las plantas incluyen clorofila a y
clorofila b, en un ratio aproximado de 3:1. La clorofila y sus derivados
han mostrado importantes funciones promotoras de la salud, tales como
actividad antimutagénica, anticancerigena y antiinflamatoria. Se
encuentran principalmente en vegetales de hoja verde como espinacas,
acelgas o lechuga, entre otros, en un rango de 8 g DW 100 g* en
pimiento verde a 100 g DW 100 g’ en espinaca (Ferruzzi y Blakeslee,

2007).

2.4.1.2. Propiedades sensoriales.

Entre las propiedades sensoriales que se evallan en un alimento
estan el sabor, olor, textura y apariencia (Abbott, 1999; Bett, 2002). En

los zumos se valora como atributo de alta calidad que tengan
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caracteristicas asociadas al “fresh-like”, para ello, se buscan alimentos
minimamente transformados. Se valoran caracteristicas sensoriales
como: sabor a fruta fresca, dulzor, olor propio de cada fruta, presencia
de pulpa en suspensién y un color vivo, que recuerde a los componentes

del zumo.

Los tratamientos de conservacion convencionales como la
pasteurizaciéon provocan cambios indeseables en el alimento, es por esto
gue surgen nuevas técnicas de conservacidon no térmicas que minimicen
el efecto del tratamiento sobre caracteristicas sensoriales. Ademas, estos
atributos pueden verse alterados durante el almacenamiento por
reacciones de oxidacion, que dan lugar a sabores y olores extranos. Los

volatiles del zumo responsables del flavor disminuyen y/o aparecen otros.

La pulpa de la fruta le confiere la turbidez y viscosidad al zumo. La
apariencia del zumo también se puede alterar debido a la clarificacion.

Sensorialmente disminuye la presencia de pulpa en boca y la viscosidad.

2.4.1.3. Nuevos productos.

En Europa, y concretamente en Espafa, es preciso subrayar el
progresivo envejecimiento de la poblacién. Estas tendencias
poblacionales internacionales y nacionales implicaran serios ajustes,
tanto en lo relativo a las necesidades y demandas de los consumidores,
como a la oferta de la industria (FIAB). Es por esto, que ha aumentado la

demanda de productos cémodos “ready to eat” (RTE), minimamente
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transformados y naturales, sin aditivos. Los consumidores son cada vez
mas conscientes de la importancia de la dieta y del consumo de
alimentos sanos. Para satisfacer las necesidades de los consumidores
surgen nuevas tecnologias como las altas presiones, calentamiento
o6hmico, pulsos eléctricos, microondas, irradiacion gamma y ultrasonidos,
entre otros. Aseguran la inocuidad del producto y proporcionan los
nuevos atributos de calidad demandados (Castro y Saraiva, 2014). A
pesar de las conocidas mejoras que suponen, es necesaria una actitud
positiva de los consumidores hacia dichas tecnologias. Los europeos y
estadounidenses tienen una percepcidn positiva hacia nuevas tecnologias
como las altas presiones. Las razones por las que aceptan las
innovaciones tecnoldgicas son la mejora de la seguridad y calidad del
producto y los beneficios medioambientales (Lee et al., 2015). En
cambio, los consumidores tienen una asociacién negativa hacia los pulsos
eléctricos (Pulsed Electric Fields), probablemente debido al nombre que
genera temores, ya que asocian la tecnologia a radiaciones (Nielsen et

al., 2009).

El estudio y disefio de envases es importante para la creacién de
nuevos productos mas cémodos, ya que el envase es el primer contacto
con el consumidor. Entre sus funciones, protege el alimento, permite
alargar la vida util y le proporciona informacién al consumidor. Los
envases inteligentes son aquéllos que incorporan algun sistema que
monitoriza y comunica informacion util de las propiedades y/o estado del

alimento envasado.
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Otros aspectos como materias primas ecoldgicas, productos locales
y respetuosos con el medio ambiente son atributos valorados por el
consumidor. El 54 % de los consumidores sefalan la sostenibilidad y el
respeto al medio ambiente como uno de los atributos que mas valora a la

hora de tomar una decision de compra (FIAB).

2.4.2. Factores que afectan a la calidad.

2.4.2.1. Materia prima.

Durante la maduracion se producen cambios en la apariencia,
textura y composicion de las frutas. Generalmente pierden el color verde
y aumentan los colores rojo y amarillo. Se producen cambios en el sabor
y el aroma, volviéndose mas dulce a medida que el almidén es convertido
en azucar y con la produccion de compuestos volatiles frecuentemente
aromaticos (FAO). En distintas variedades de fresa se observd que el
contenido en &acido ascorbico aumentd desde practicamente nulo en la
fruta verde e inmadura hasta su maximo nivel cuando la fruta estd
plenamente madura (Maas et al., 1995). Por lo que, el estado de
madurez de la fruta utilizada en la elaboracion del smoothie determinara,

en parte, sus caracteristicas.

En el trabajo de Bull et al., (2004) se estudiaron caracteristicas
fisico-quimicas y nutricionales de dos variedades de naranja, Navel y

Valencia y, ademas, se tuvieron en cuenta cuatro etapas de maduracion.
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La variedad y maduracidon influyeron en medidas cémo pH, acidez,
viscosidad y actividad microbiolégica. El contenido nutricional, como el
acido ascoérbico y B-caroteno, también varid entre los dos tipos de
naranja. Esto mismo ocurrié en 308 variedades de fresa, donde el acido
ascorbico se encontré en un amplio rango de 32-99 mg/100 g FW (Kalt,

2005).

Para obtener una cosecha, por ejemplo de bayas, de alta calidad,
influird la variedad, el aporte nutricional mineral adecuado y la
meteorologia (Kikas y Libek, 2005). Por lo anterior, la zona doénde se
cultive la fruta influird, mediante el clima y el tipo de suelo, en las

caracteristicas finales del alimento.

La temporada de cada fruta y verdura (Tabla 6) depende de las
condiciones éptimas necesarias para su desarrollo. Asi, cosechas que se
producen en verano no encontramos en invierno. Cuando la fruta es
cultivada y recolectada en su temporada, la maduracidn ocurre de
manera natural y las frutas y verduras contienen los nutrientes propios y
su sabor caracteristico. En cambio, cuando se fuerza la maduracion, fuera
de su temporada, ademas de elevar los costes de produccion por lo que
encarece el producto, no desarrollan las mismas propiedades

organolépticas y nutritivas.
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Tabla 6. Temporada de algunas frutas y verduras (“Frutas y verduras de

temporada en su mejor momento”, 2008).

Fruta/mes

Naranja
Manzana
Fresa
Platano
Uva
Grosella
Mora
Calabacin
Calabaza
Puerro

Zanahoria
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2.4.2.2. Tratamiento de conservacion.

El objetivo del tratamiento térmico es conseguir la inocuidad del
alimento minimizando los cambios indeseables. Los tratamientos
térmicos, como pasteurizacién y esterilizacién, son los tratamientos
convencionales en la elaboracién de zumos de frutas. Dan lugar a
alimentos seguros, pero las reacciones quimicas que tienen lugar
producen “off flavours”, destruccion de nutrientes y otras pérdidas de la
calidad del producto (Di Nunzio et al., 2014). El efecto de las altas
presiones varia en funcidon de las condiciones del proceso: presion,
tiempo y temperatura. Las altas presiones no afectan a los enlaces
covalentes de los productos presurizados, por lo que pequefias moléculas
gue contribuyen al color o flavor no se ven afectadas, manteniendo asi
caracteristicas asociadas al “fresh-like” (Knorr, 1993). HPP puede
aumentar o disminuir reacciones enzimaticas y quimicas, por tanto,
pueden influir indirectamente en el contenido de algunos compuestos del
flavor y como consecuencia, podria resultar en cambios sensoriales

indeseables del producto (Oey et al., 2008).

La presion ejercida sobre el alimento causa una disminucién de
volumen. Esto provoca un incremento en la permeabilidad de las
membranas de las células, inhibe reacciones energéticas y desnaturaliza
enzimas esenciales para el crecimiento y desarrollo de la célula
microbiana (Calderén-Miranda et al., 1998). Dentro de Ilos
microorganismos existen diferencias en cuanto al grado de destruccion
logrado por medio de HPP (Figura 9). Las esporas son muy resistentes a
las presiones seguidas de las bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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La complejidad de la membrana las hace mas resistentes por lo que las
bacterias Gram negativas son mas susceptibles que las Gram positivas a
la presion (Castro y Saraiva, 2014; Lado y Yousef, 2002). Otros factores
como la naturaleza de la membrana, ademas del tipo y tamano de la
membrana celular, estdan envueltos en la resistencia de los

microorganismos a la presion (Arroyo et al., 1999).

Figura 9. Letalidad de los microorganismos tras presurizar a 300 MPa/5

0C/30 min (Lado et al., 2002).
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Algunos enzimas pueden ser inactivados a temperatura ambiente y
baja presién, mientras que otros permanecen inalterados a 1000 MPa.
Los efectos de HPP en enzimas dependen del tipo de enzima, naturaleza
del sustrato, presién, temperatura y tiempo del proceso. La presion
ejercida sobre el alimento causa un cambio conformacional del enzima,
resultando en ocasiones reversible, en cambios que producen una mayor
exposicidon del centro activo, o aparicion de un segundo centro activo
(Anese et al., 1995). Esto supone la activacion de enzimas latentes,
aumentando la actividad respecto al zumo sin tratar. Aunque existe
disparidad de resultados, se conoce bien que la presurizacion es efectiva
destruyendo microorganismos, pero no enzimas. La actividad enzimatica

residual puede comprometer la vida util del producto.

Se han realizado numerosos estudios sobre los efectos de las altas
presiones en las propiedades fisico-quimicas y nutricionales de los zumos.
Puesto que HPP no afecta a los enlaces covalentes de compuestos de
bajo peso molecular (Oey et al., 2008), tras el tratamiento no varian
parametros fisico quimicos como el color (Guerrero-Beltran y Barbosa-
Canovas, 2004), o antioxidantes como las vitaminas (Sanchez-Moreno et
al., 2009). Un zumo presurizado no se diferenci6 de un zumo fresco sin
tratar en el contenido total de vitamina C, carotenoides, sacarosa y
antioxidantes (Butz et al., 2003; Fernandez-Garcia et al., 2001). Sin
embargo, otros estudios indicaron un aumento de la capacidad
antioxidante de los zumos de frutas o verduras, tras la presurizacion,
debido a la ruptura de la célula y liberacibn de los compuestos

antioxidantes (Di Nunzio et al., 2014; Patras et al., 2009; Suarez-Jacobo
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et al., 2011; Vega-Galvez et al., 2014). HPP tiene diferente efecto sobre
los antioxidantes dependiendo del tipo de matriz a tratar, por ejemplo

fruta o vegetal (Keenan et al., 2012b; Oey et al., 2008).

A pesar que HPP afecta minimamente a la calidad de los productos
derivados de frutas y verduras, pueden sufrir cambios durante el
almacenamiento. Los enzimas que no han sido completamente
inactivados pueden producir reacciones de oxidacién y reacciones
bioquimicas (Oey et al., 2008). Es necesaria la inactivacién de enzimas

durante el tratamiento de conservacién, antes del almacenamiento.

2.4.2.3. Almacenamiento.

Los cambios que se producen en el producto durante el
almacenamiento dependen, en gran medida, de las condiciones de

temperatura, oxigeno y luz en las que se realiza.

La calidad y frescura de los zumos de frutas y verduras puede ser
atribuida a aspectos fisico-quimicos o sensoriales, como el color, turbidez
y flavor. El tratamiento de conservacién puede inhibir o reducir la
actividad enzimatica, conservando, en este Ultimo caso, una actividad
enzimatica remanente. Por otro lado, el tratamiento puede activar
enzimas latentes, aumentando asi la actividad enzimatica con respecto al
producto sin tratar. Los enzimas provocaran cambios indeseables de
sabor, color, pérdida de nutrientes durante el almacenamiento vy

condicionara la vida util del producto.

67



Introduccién

Los enzimas que provocan cambios de color, flavor y compuestos
nutricionales son polifenoloxidasa (PPO), peroxidasa (POD), B-
glucosidasa y lipoxigenasa (Liavoga y Matella, 2012). El enzima PPO (EC
1.14.18.1), en presencia de oxigeno, cataliza la hidroxilacion de
monofenoles a difenoles y la oxidacion de difenoles a orto-quinonas. Es
altamente inestable y reacciona formando compuestos pardos. Las
antocianinas no son buen sustrato de PPO, en cambio reacciona con las
o-quinonas y favorece el oscurecimiento (Zhang et al., 2005).POD (EC
1.11.1.7) cataliza la oxidacién de compuestos fendlicos, en presencia de
peroxido de hidrégeno, dando lugar a la formacion de pigmentos pardos.
Se ha propuesto la existencia de un efecto sinérgico entre PPO y POD
puesto que, el hidrégeno de perdxido, el cual utiliza la POD como sustrato
para la oxidacién, es producto de la oxidacidon de los fenoles mediante
PPO (Tomas-Barberan y Espin, 2001). B-glucosidasa (EC 3.2.1.21)
cataliza la hidrodlisis de glucdsidos dando lugar a glucosas. Interviene en
la liberacion de muchos volatiles en frutas y verduras (Orruno et al.,
2001). En el flavor interviene también la fructofuranosidasa o invertasa
(EC 3.2.1.26) hidrolizando la sacarosa en cantidades equimolares de
fructosa y glucosa. El azlcar invertido (glucosa y fructosa) es mas
soluble y ademas la fructosa tiene mayor poder endulzante que la

Sacarosa.

Los zumos de frutas y vegetales son sistemas coloidales bifasicos
constituidos por una fase liquida, llamada serum, y una fase mas densa,
llamada nube. La nube estd compuesta por sustancias como las

proteinas, pectinas, hemicelulosa y celulosa. Es estabilizada por
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compuestos de alto peso molecular, como la pectina soluble del zumo
(Balestrieri et al., 1990), que aportaria lo que calificariamos como
turbidez del zumo, atributo valorable por los consumidores. Cuando la
pectin metil esterasa (PME) (EC 3.1.1.11) no estd inactivada, cataliza la
hidrolisis de los enlaces metil ester del acido poligalacturénico de la
pectina. El resultado es metanol y pectina de bajo peso molecular, que
forma agregados con cationes como el «calcio y precipitan
desestabilizando la nube turbia del zumo (Sila et al., 2009; Wicker et al.,
2003). La poligalacturonasa (PG) (EC 3.2.1.15) cataliza Ia
despolimerizacién de los enlaces a-1,4-glicosidicos de la pectina de bajo
peso molecular, producto de la accién de PME. Esta despolimerizacion da
lugar a la clarificacion del zumo, separandose en dos fases y a una
drastica disminucién de la viscosidad de zumos de frutas y verduras

(Eisenmenger y Reyes de Corcuera, 2009).

Los compuestos antioxidantes como fenoles y vitamina C se
degradan durante el almacenamiento, disminuyendo la capacidad
antioxidante (Zhou et al., 2014). Los fenoles disminuyen durante la vida
atil del producto, ya que son el substrato de enzimas como PPO y POD
(Vega-Galvez et al., 2014). Ademas, el oxigeno del espacio de cabeza del
envase y el que se encuentra ocluido en el zumo puede favorecer
reacciones de oxidacion durante el almacenamiento, lo que podria afectar
al contenido en antioxidantes (Keenan et al., 2010). La concentracion de
vitamina C disminuye dependiendo de las condiciones de
almacenamiento, temperatura, oxigeno, luz (Esteve y Frigola, 2007).

Nagy (1980) explicd las dos principales maneras de degradacién de la
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vitamina C: mediante oxidacidn enzimatica y mediante reacciones
aerobias y anaerobias no enzimaticas. Al ser una vitamina termolabil es

utilizada como un indicador de la pérdida de vitaminas.

Las caracteristicas sensoriales son indicadores de frescura por lo
que son importantes para la aceptabilidad del producto. Como se ha
explicado anteriormente, HPP no afecta directamente a moléculas
responsables del flavor en frutas o vegetales. Si bien, se debe tener en
cuenta aspectos que indirectamente pueden alterar dichas caracteristicas,
como la actividad enzimatica residual. Puede destruir compuestos
volatiles o favorecer la aparicion de otros resultando en cambios de flavor
indeseables. Los parametros visuales relativos a la estabilidad y color del
zumo disminuyen durante el almacenamiento, debido a la accidon de
enzimas. Aunque estos cambios cromaticos pueden producirse por la
actividad enzimatica residual, hay otras reacciones no enzimaticas que
pueden alterar la estabilidad del zumo, como son, la reaccién de Maillard

y oxidacién del acido ascérbico (Wang et al., 2006).

2.4.3. Métodos para evaluar la calidad.

La norma general del Codex para zumos de fruta y néctares
(CODEX STAN 247-2005) define los criterios de calidad: los zumos y
néctares de frutas deberan tener el color, aroma y sabor del zumo de la
misma clase de fruta de la que se hace. La fruta no deberd retener agua
del lavado, del vapor u otras operaciones preparatorias que técnicamente

son inevitables. El término de autenticidad se define como el
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mantenimiento en el producto de las caracteristicas fisicas, quimicas,
organolépticas y nutricionales de la fruta de la que procede. El analisis de
dichas caracteristicas nos aportara informacion sobre la calidad y el

estado del zumo.

2.4.3.1. Métodos Fisicos.

Las caracteristicas fisicas del zumo son apreciables a simple vista, por lo

tanto influird en la percepcion del consumidor sobre el producto.

e Color

El color del zumo corresponde a los pigmentos presentes en las frutas
utilizadas en su elaboracidon. Puede verse afectado por el tratamiento de
conservacion o por reacciones enzimaticas o no enzimaticas que ocurren
durante el almacenamiento. Se puede medir de forma objetiva mediante
reflectancia utilizando un colorimetro. Mide tres coordenadas L*
(Lightness: blanco-negro), a* (redness: rojo-verde), b* (yellowness:
amarillo-azul). Ademas, a partir de esas coordenadas se puede calcular la
saturacion del color (Chroma, C*) y el tono del color (angulo hue, H*).
Otra medida que nos sirve para evaluar el oscurecimiento del zumo es el
indice de pardeamiento. Los pigmentos del zumo se extraen con metanol
y se mide a 415 nm. La absorbancia comparada con un zumo control nos

indicard el pardeamiento del zumo.
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e Clarificacion

La estabilidad del zumo es un parametro fisico indicador del estado y
calidad del zumo. Por accion de PME, se forman agregados de pectina
desesterificada, que precipita separando el zumo en dos fases. La medida
de la turbidez puede llevarse a cabo mediante un turbidimetro (NTU).
Espectrofotométricamente podemos medir el % de transmitancia del
zumo, donde 100 % seria agua. Ambas medidas nos dan informacién de

la clarificacion del zumo.

2.4.3.2. Métodos Quimicos.

Los zumos son valorados por sus beneficios aportados por antioxidantes
y vitaminas. Estos se pueden degradar durante el tratamiento de
conservacion, por lo que su estudio nos da informacion sobre la calidad

del producto.

e Capacidad Antioxidante

Los multiples métodos de analisis de la capacidad antioxidante
indican la gran variedad de maneras en que los resultados pueden ser
expresados. La medida de actividad antioxidante, especialmente de
antioxidantes que son mezcla o estan en un sistema multifase, no pueden
ser evaluados satisfactoriamente con un simple test, debido a que hay
variables que pueden influir en el resultado. Son necesarios varios

métodos de andlisis para evaluar la actividad antioxidante (Antolovich et
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al., 2002). Dicha actividad no puede medirse directamente, sino mas bien

por los efectos del antioxidante para controlar la oxidacion.

El radical DPPH absorbe a 517 nm vy la actividad antioxidante es
determinada monitorizando la disminuciéon de absorbancia que indica la
captacién de radicales libres. Los resultados son expresados como ICsg,
que es la cantidad de antioxidante contenido en nuestra muestra,
necesario para disminuir un 50 % la concentracién inicial del radical

DPPH.

El método FRAP estd basado en la reduccion del complejo Fe
(TPTZ)3* a la forma coloreada azul Fe (TPTZ)?*, por antioxidantes en
medio acido. Los resultados son obtenidos por el aumento de absorbancia
a 593 nm y expresados como equivalente pmolar Fe**. Debido al bajo
coste, velocidad y sencillez técnica, es una herramienta util para estimar

el poder reductor/antioxidante de extractos vegetales acuosos.

La determinacion mediante TEAC se basa en la capacidad de los
antioxidantes por captar el radical ABTS*. El potencial de Fe3* (TPTZ) es
comparable con el ABTS, los mismos compuestos reaccionan en el
método TEAC y FRAP la diferencia es que TEAC se realiza a pH neutro y

FRAP a pH acido (Prior et al., 2005).

e Compuestos antioxidantes.

Entre los métodos mas usados comunmente para determinar
polifenoles en alimentos destaca el método Folin-Ciocalteu. Se basa en la

medida a 765 nm de los compuestos violetas formados al reaccionar los
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fenoles con el reactivo Folin. Hay controversia con este método utilizado
en la medida de compuestos fendlicos totales, debido a la hipotesis que
sobreestima el contenido, probablemente debido a la falta de sensibilidad
del reactivo Folin-Ciocalteu, el cual reacciona no sélo con los fenoles sino
también con otros compuestos reductores, como los carotenoides,
aminoacidos, azucares y vitamina C (Prior et al., 2005; Vinson et al.,

2001).

Un método mas preciso para la determinacién de fenoles es
mediante HPLC. Permite la rapida y simultanea separacion, identificacidon
y cuantificacién de los distintos compuestos fendlicos segun sus
propiedades espectrales y su orden de elucién. Para la cuantificacion de
flavonoles, flavonas y flavononas en alimentos se ha empleado HPLC-
DAD y HPLC-MS. En la primera técnica, las areas del pico de cada uno de
los compuestos a investigar se emplean para la cuantificacién, mientras
que el detector de masas se utiliza para confirmar, mediante su masa, el
tipo de compuesto (Martinez-Valverde et al., 2000). Para la identificacién
de antocianinas y carotenoides se usan las propiedades espectrales. La
técnica mas empleada es la cromatografia liquida de alta resolucion en
fase reversa (HPLC-RP) puesto que esta permite la separaciéon
simultdnea, identificacion y cuantificacion de los compuestos de
antocianinas, sin requerir pureza excesiva de los extractos (Escribano-
Bailon et al., 2004). De la misma manera que en la determinacién de

fenoles, la combinacién HPLC-MS proporciona resultados mas sensibles.

El 4cido ascérbico (AA) es un componente importante de nuestra
nutricién y se utiliza como aditivo en muchos alimentos debido a su
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capacidad antioxidante, por lo tanto, aumenta la calidad y valor
nutricional del alimento. Sin embargo, la vitamina C, al ser muy
termolabil, es susceptible a la degradacion via aerdbica o anaerdbica. El
procesado de los zumos o el almacenamiento a distintas condiciones
pueden ser factores que degraden el contenido de esa vitamina. Es por
esto, que la determinacién de vitamina C se utiliza como indicador de la
pérdida de otras vitaminas y es un criterio valido para evaluar
componentes organolépticos o nutricionales (Esteve y Frigola, 2007). La
determinacion mediante una valoracion utilizando fenol-indofenol como
indicador permite una estimacién de la cantidad de vitamina C. Es un
método rapido y sencillo, aunque no muy preciso. La determinacion
mediante HPLC permite la identificacién de acido ascorbico y su forma
oxidada acido dehidroascérbico (DHAA). Este método, ademas de ser

mas preciso y fiable, aporta mas informacion.

2.4.3.3. Métodos Microbiologicos.

El recuento microbioldgico establecera la vida util del producto,
asegurando la inocuidad del mismo. Los zumos al ser acidos, en términos
de microbiologia, los patdégenos no son generalmente tan importantes
como el desarrollo de microorganismos como mohos y levaduras. En
cambio, productos frescos con baja acidez (pH> 4.5) y alto contenido en
agua (Aw>0.85) puede favorecer el crecimiento de una variedad de

microorganismos patégenos (Castro y Saraiva, 2014).

75



Introduccién

Los criterios de calidad microbioldgica para zumos de frutas vy
hortalizas no pasteurizados estan regulados por los reglamentos CE
2073/2005 modificado por 1441/2007 relativo a los criterios
microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios. La ISO 6579:2002
describe un método para la deteccién de Salmonella spp. Debe haber
ausencia en 25 gramos durante la vida util. Los criterios de higiene de los
procesos siguen el método de referencia ISO 16649-1:2001 para medir
Escherichia coli. Se aplica en el proceso de elaboracién. En caso que el
resultado sea insatisfactorio se debe realizar mejoras en la higiene de la
produccion y seleccién de las materias primas. Se analizara Listeria
monocytogenes en alimentos que puedan favorecer su desarrollo, antes
que el alimento haya dejado el control del explotador de la empresa
alimentaria. En circunstancias normales no es Uutil realizar pruebas
regulares sobre este criterio en productos con tratamiento térmico sin
posibilidad de recontaminacién o en alimentos con un pH< 4.4 o pH< 5.0
y aw < 0.94. En cualquier caso, los valores de Listeria seran inferiores a

100 ufc g .

Se establecen métodos de muestreo y de andlisis para el control
oficial del contenido de micotoxinas en los productos alimenticios
(reglamento CE 401/2006). Los niveles maximos de micotoxinas son,
para ocratoxina A, en ingredientes de zumo de uva 2 pg/ kg; patulina en

zumo de frutas, en particular, en zumo de manzana 50 ug/ kg.
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2.4.3.4. Métodos Sensoriales.

El analisis sensorial es una disciplina muy util para conocer las
propiedades organolépticas de los alimentos. Se utiliza para el control de
calidad y aceptabilidad de un alimento. Un analisis sensorial se puede
realizar para concretar los ingredientes que formaran la composicién
adecuada para que el alimento sea aceptado por el consumidor, evaluar
los efectos del tratamiento y la degradacién durante su vida util. La
herramienta para llevar a cabo el andlisis son las personas a través de

sus sentidos.

Las caracteristicas sensoriales que se evallan para determinar la
calidad son apariencia, textura, sabor y olor. El color es la primera
impresion del consumidor respecto al producto. Es uno de los atributos
gue mas influyen en la percepcion de calidad por parte del consumidor,
determina la compra y el consumo regular (Francis, 1995). La presencia
de pulpa, el efecto del tratamiento y/o almacenamiento, influird en el
color y apariencia del zumo. El flavor es otro analisis determinante para
la calidad e influye directamente en las preferencias de los consumidores.
El conjunto de todos los atributos determinara la aceptabilidad global por

parte del consumidor.

Para llevar a cabo el analisis sensorial, es necesario que se realice
en las condiciones adecuadas. La sala de catas (ISO 8589:2007) debe
estar acondicionada para la realizacion de las pruebas, iluminada, aislada
acusticamente y poseer los equipos adecuados para su ventilacion y

acondicionamiento térmico (20 a 22 °C). Se recomiendan como horarios
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adecuados entre las 11 de la mafana y la 1 de la tardey de 5 a 6 de la

tarde (AnzaldUa-Morales et al., 1983).

Los catadores son seleccionados y entrenados. Debe ser una
persona con disponibilidad e interés, ya que se compromete a realizar las
catas cuando se establezcan. Las habilidades sensoriales se entrenaran
en distintas sesiones, donde aprendera a detectar y evaluar los distintos

atributos.

Hay distintos grupos de catadores o jueces: (Sancho-Valls et al., 1999).

> Catador experto o profesional: Trabaja como catador y estd

especializado en un sélo producto.

» Catador entrenado o panelista: Miembro de un equipo o panel de
catadores con habilidades desarrolladas, incluso para pruebas

descriptivas con alta frecuencia (7-15 jueces).

» Catador semi-entrenado: Persona con entrenamiento que no forma
parte de un panel, pero realiza pruebas descriptivas (maximo 25

jueces por panel).

> Catador no entrenado o consumidor: No esta entrenado, el panel

se forma al azar.

El tipo de pruebas que se realizara dependera de la informacién

que queremaos recoger:

e Pruebas de aceptacién, donde el catador se limita a evaluar el

grado de aceptacion o preferencia de una muestra.
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e Pruebas discriminatorias, se basan en comparar dos o mas

muestras u ordenar en base a algun atributo.

e Pruebas descriptivas (QDA) permiten describir, comparar y valorar
las caracteristicas de las muestras en funcién de unas categorias,

puntlan las muestras segun una escala.

2.5. Efecto de las altas presiones en derivados de frutas y

verduras.

Los microorganismos patégenos como L. monocytogenes y S.
aureus requieren de 340 MPa/20 min y 400 MPa/20 min,
respectivamente, para una reduccién de 6 ciclos logaritmicos. Los
microorganismos en estado vegetativo se inactivan a presiones de 400-
600 MPa, mientras que las esporas y algunas especies resisten hasta
1000 MPa a temperatura ambiente (Palou et al., 1997). La aplicaciéon en
zumo de granada de tratamientos 350 MPa/30 s result6 en una
disminucion del 98.4 % de bacterias meséfilas y 99.2 % de mohos vy
levaduras, pero no se encontré un efecto adicional tras aplicar 350
MPa/90 s (Varela-Santos et al., 2012). En el puré de fresa, el
tratamiento a 350 MPa/1, 5, 15 min/0 °C no fue efectivo en la reduccidn
de bacterias mesofilas totales. En cambio, el mismo tratamiento a 50 °C
y el tratamiento térmico, disminuyeron la carga de mohos y levaduras
(Marszalek et al., 2015). En puré de manzana la aplicacién de 400 MPa/5
min/20 ©°C fue estable durante 21 dias a 5 °C y comparable con el

tratamiento convencional de pasteurizacion (Landl et al., 2010).
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No se han encontrado diferencias significativas en diferentes
parametros fisico-quimicos como pH, °Brix o acidez, entre otros, en zumo
de naranja (600 MPa/1 min/20 °C) (Bull et al., 2004), arandano (200,
400, 600 MPa/5-15 min/25 °C) (Barba et al., 2013), granada (350-550
MPa/30-150 s/20 ©°C) (Varela-Santos et al., 2012) o manzana (430

MPa/7 min/20 °C) (Juarez-Enriquez et al., 2015).

Las variaciones de color entre los zumos de granada sin tratar y
presurizados fue significativamente diferente para los HPP 350, 450 y
550 MPa, que tuvieron mayores diferencias de color indicando un efecto
de la presurizacion sobre el color del zumo (Varela-Santos et al., 2012).
Los parametros de color se vieron afectados significativamente por el
tratamiento térmico y HPP 400, 500, 600 MPa/ 15 min/10-30 °C en puré
de mora y fresa, aunque se encontraron mayores diferencias para el
producto pasteurizado (Patras et al., 2009). El puré de fresa pasteurizado
también desarrollé mayores diferencias que el presurizado a 350/5 min/0
O0C (Marszalek et al., 2015). Sin embargo, Keenan et al. (2011) vieron
menos diferencias de color en un smoothie de diferentes frutas

pasteurizado, que en el presurizado a 400 MPa/1 min/20 °C.

En néctar de mango no hubo diferencias tras aplicar 600 MPa/1
min/20 °C y 110 °C/8.6 s en el contenido total de carotenoides (Liu et
al., 2014). Lo mismo indicaron Bull et al. (2004) en zumo de naranja a
600 MPa/1 min/20 °C. En cambio, Veldzquez-Estrada et al. (2013) no
encontraron diferencias en zumo de naranja tras los tratamientos a 100,
200, 300 MPa/20 °C, mientras que la pasteurizaciéon (90 °C/1 min) causoé
una disminucion cerca del 35 % en su contenido total. El contenido total
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de antocianinas fue similar o mayor en el zumo de arandano presurizado
(200, 400, 600 MPa/5, 9, 15 min/25 °C), que en el presente en el zumo
fresco (Barba et al., 2013). El contenido de antocianinas, en puré de
fresa, disminuyd tras la pasteurizacion con respecto al puré fresco. En el
puré de fresa presurizado (400, 500, 600 MPa/15 min/10-30 °C) no se
encontraron diferencias (Patras et al., 2009). Marszalek et al. (2015)
tampoco encontraron diferencias, en el contenido total de antocianinas,
en puré de fresa presurizado, ni en el pasteurizado, con respecto al puré

fresco.

El efecto de la presidn sobre la capacidad antioxidante no es la
misma para todos los productos alimenticios. El zumo de naranja redujo
el indice antioxidante medido mediante TEAC después del tratamiento en
un rango de presiones de 100-800 MPa combinada con temperaturas
desde 30 hasta 65 °C (Indrawati et al., 2004). Sin embargo, no hubo
diferencias significativas entre el zumo de manzana control y el
presurizado (100, 200, 300 MPa/20 ©C), analizado mediante FRAP vy
DPPH, en cambio mostraron diferencias con el zumo pasteurizado.
Veldazquez-Estrada et al. (2013) obtuvieron resultados de FRAP mas bajos
en el zumo de naranja pasteurizado y presurizado que en el zumo fresco,
en cambio con el método TEAC sdlo encontraron diferencias en el zumo

pasteurizado respecto al zumo presurizado y fresco.

El contenido total de vitamina C y de acido ascérbico no se vio
afectado por tratamientos de 200 MPa/5-15 min/25 °C en zumo de
arandano (Barba et al., 2013), ni en puré de manzana tras aplicar 400
MPa/5 min/20 °C y pasteurizacion media (75 °C/10 min) (Landl| et al.,
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2010). En una bebida a base de vegetales, se retuvo el 91 % de &acido
ascoérbico tras la presurizacion a 100-400 MPa/2-9 min/30 °C y el 89 %
tras la pasteurizacion a 98 °C/21 s (Barba et al., 2010). Se obtuvieron
resultados similares en el contenido de acido ascérbico de un zumo de
arandano, donde las muestras tratadas a 400-600 MPa/5-15 min fueron
significativamente inferiores (92 %) que el zumo fresco (Barba et al.,
2013). En un zumo de manzana, no hubo diferencias en el contenido
total de vitamina C, entre los zumos tratados a 100, 200, 300 MPa/20 °C
y el zumo control, en cambio, el zumo pasteurizado conservd alrededor
del 10 % de vitamina C tras el tratamiento (Suarez-Jacobo et al., 2011).
Igualmente, los tratamientos térmicos causaron una rapida disminucién

de acido ascorbico en puré de fresa (Patras et al., 2009).

Los resultados sobre el efecto de las presiones en los fenoles son
muy diversos. Segun Patras et al., (2009) el puré de fresa presurizado
aumentd el contenido en polifenoles. Terefe et al. (2009a) observaron
una disminucion de estos componentes, mientras que Cao et al. (2012)
no observaron diferencias. El contenido fendlico total en puré de
manzana no cambidé tras 400 MPa/5 min/20 °C, en cambio se vio
afectado por 600 MPa/5 min/20 °C y TP (75 °C/10 min) (Landl et al.,
2010). En puré de mora tampoco hubieron diferencias, en el contenido
fendlico, entre 400 MPa/15 min/0 °C, 70 °C/2 min y un puré fresco. De
igual manera, en zumo de naranja no hubo diferencias entre el zumo
presurizado y el fresco, pero si se encontraron diferencias con el tratado
térmicamente (90 ©°C/1 min) (Veldzquez-Estrada et al., 2013). Los

fenoles parecen ser resistentes a la presurizacién, incluso aumentaron
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ligeramente su contenido, 13-27 % tras 200 MPa/5-15 min/25 °C y 24

% tras 400 MPa/15 min/25 ©C (Barba et al., 2013).

En el zumo de naranja aumentaron los flavonoides tras 200-300
MPa/20 °C con respecto al zumo fresco y al pasteurizado (Velazquez-
Estrada et al., 2013). Los flavonoides y flavonoles en zumo de manzana
presurizado (350 MPa/10 min/20 ©°C) fueron superiores al zumo control
(Abid et al., 2014). En cambio, en puré de fresa pasteurizado (90 °C/15
min), se encontré mayor contenido de quercetina que en el zumo fresco y

que en el tratado a 300 MPa/1-15 min/0 °C (Marszalek et al., 2015).

El enzima polifenoloxidasa (PPO) ha resistido presiones de hasta
1200 MPa durante 10 minutos antes de inactivarse (Knorr, 1993),
aunque es mas sensible a pH elevados. La inactivacién enzimatica
depende de la matriz del producto. PPO de patata y champiiidn requiere
800-900 MPa para inactivarse, mientras que enzimas de albaricoque,
fresa y uva son mas sensibles y requieren 100, 400 y 600 MPa,
respectivamente (Hendrickx et al., 1998). Garcia-Palazén et al. (2004)
observaron una total inactivacién de PPO en fresa, a presiones entre 400-
800 MPa, a temperatura ambiente. Presiones de 600, 700, 800 y 900
MPa a 25 ©°C inactivaron PPO de manzana, uva, aguacate y pera,
respectivamente (Weemaes et al., 1998). Por el contrario, se han
observado activaciones del enzima PPO, en puré de fresa a presiones de
300-400 MPa/20-60 °C (Cano et al., 1997), 690 MPa/24 °C (Terefe et al.,
2010), en zumo de manzana a 450 MPa (Bayindirly et al., 2006) y en

mora a 400 y 800 MPa/5 min (Garcia-Palazén et al., 2004).
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La peroxidasa (POD) es un enzima muy resistente, redujo un 35 %
su actividad inicial tras aplicar 600-800 MPa/15 min en fresa (Garcia-
Palazén et al., 2004). Se ha observado una correlaciéon negativa con el
aumento de la presién a temperatura ambiente y la actividad enzimatica,
es decir, a mayor presion menor actividad enzimatica (Terefe et al.,
2010). Esto se observé en zumo de manzana tras aplicar 250 /350 /450
MPa/20 ©°C/10 min (Abid et al., 2014). Ademas, la combinacion de
presion con alta temperatura favorece la inactivacion. Por el contrario, se
ha observado un aumento de la actividad peroxidasa tras aplicar
tratamientos HPP suaves. La aplicacion de 300 MPa/20 °C (Cano et al.,
1997) y 400 MPa/ 5-10 min (Garcia-Palazén et al., 2004) aumento la
actividad enzimatica en puré de fresa. De la misma manera ocurrié en
zumo de naranja tras aplicar 400 MPa/30-60 °C (Cano et al., 1997). En
frutos rojos, como en la mora, no se ha observado actividad peroxidasa

(Garcia-Palazon et al., 2004).

La pectin metil esterasa del zumo de naranja se inactivd a
presiones mayores de 100 MPa a 30 °C (Polydera et al., 2004). Dicha
enzima se redujo hasta el 8 % tras la aplicacion de 600 MPa/1 min
(Fellows, 2009). En cambio, la aplicaciéon de baja presion (100-250 MPa)
a temperaturas mayores de 50 °C (Polydera et al., 2004) y 200-400 MPa
a temperatura ambiente (Cano et al., 1997), tuvo un efecto antagénico.
La PME de la fresa es muy estable, como la PME de naranja. Se consiguid
la inactivacion del 90 % del enzima de fresa a presiones mayores de 850
MPa (Ly-Nguyen et al., 2002b). En zanahoria se consiguié el 40 % de

inactivacidon tras el tratamiento a 100 MPa/25 °C/ 10 min (Kim et al.,
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2001), aunque la aplicacion de presiones inferiores a 300 MPa vy
temperaturas superiores a 50 °C aumentd la actividad PME (Ly-Nguyen

et al., 2002a).

Hay estudios que sugieren que HPP retiene mejor las
caracteristicas frescas que el tratamiento térmico tradicional (Patras et
al., 2009). La HPP es conocida por extender la vida util garantizando la
seguridad y frescura del producto. Asi en un zumo de naranja, zanahoria
y limén no se encontraron cambios en el olor, sabor y calidad general,
tras 21 dias de almacenamiento a 4 °C (Butz y Tauscher, 2002). En
cambio, en un puré de manzana, el tratamiento a 400 MPa/5 min/20 °C
no impidié totalmente la aparicidon de cambios indeseables durante 21
dias de almacenamiento (Landl et al., 2010). Baxter et al. (2005)
presurizaron zumo de naranja a 600 MPa/1 min y encontraron que el olor
y flavor fue aceptable para los consumidores tras 12 semanas de
almacenamiento a 10 °C. En smoothies presurizados a 450 MPa/1, 3, 5
min/20 °C y pasteurizados (70 °C/10 min) no se encontraron efectos por
el tratamiento. En cambio, durante el almacenamiento disminuyd Ila

aceptabilidad sensorial total en ambos tratamientos (Keenan et al., 2011)
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3.1. Diseino experimental.

El disefio experimental se basé en parte de la investigacién
publicada por Keenan et al. (2010, 2011, 2012a y 2012b). Después de
los ensayos sensoriales preliminares, se eligié una formulacién comercial
de batidos que contiene frutas frescas. Se compararon smoothies de
cinco tratamientos: tres tratamientos diferentes de altas presiones (350,
450, 600 MPa), un tratamiento térmico (85 °C) y un control al que no se
aplicé ningun tratamiento. Se midieron recuentos microbioldgicos,
actividades enzimaticas, el estado antioxidante, diferentes propiedades
fisicas y los principales nutrientes. La calidad de los smoothies se evalu6
a las 48 horas después de la elaboracidon. Este periodo de tiempo
representa el tiempo transcurrido desde el procesado al inicio del periodo
de venta (incluido el almacenamiento post-procesamiento, transporte y
almacenamiento antes de la venta al por menor en el supermercado). Se
realizaron recuentos microbianos para determinar si los batidos cumplen
con los estandares de calidad microbiolégicos después de 30 dias de
almacenamiento refrigerado. Todos los datos fueron analizados por
ANOVA utilizando el paquete Statistix 8 para Windows (software analitico,
Tallahassee, FL, EE.UU.). Todas las mediciones y analisis se realizaron, al

menos, por triplicado
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3.2. Preparacion de la muestra.

Se compraron las frutas y verduras en un mercado local, sujeto a
temporada y disponibilidad. Se procedié a la elaboracion mediante una

formulacion previa para cada tipo de smoothie.

Smoothie de frutas: 33 % Naranja (Citrus sinensis v. Navel-late), 33 %
Zumo de Manzana (Pyrus malus v. Golden delicious), 14 % Fresa
(Fragaria ananassa v. Pajaro), 10 % Manzana (Pyrus malus v. Golden

delicious), 10 % Platano (Musa cavendishii v. Pequeia enana).

Smoothie de frutos rojos: 20 % Fresa (Fragaria ananassa v. Pajaro), 20
% Naranja (Citrus sinensis v. Navel-late), 16 % Manzana (Pyrus malus v.
Golden delicious), 10 % Banana (Musa cavendishii v. Pequefia enana), 10
% Mora (Rubus glaucus v. Boysen), 10 % Uva negra (Vitis vinifera v.
Moscatel de Hamburgo), 7 % Grosella (Ribes rubrum v. Premier
Groiselle-raisin), 5 % Uva blanca (Vitis vinifera v. Italia), 2 % Zumo de

Lima (Citrus aurantifolia v. Lima acida).

Smoothie de verduras: 20 % Zanahoria escaldada 10 min (Daucus
carota), 20 % Manzana (Pyrus malus v. Golden delicious), 20 % de
Pectina citrica al 1 %, 19.9 % Calabacin (Cucurbita pepo), 15 %
Calabaza (Cucurbita moschata v. butternut), 5 % Puerro escaldado 20

min (Allium ampeloprasum v. porrum), 0.1 % Sal.

Los smoothies se obtuvieron usando un exprimidor (Robot Coupe
C40, Bourgogne, Francia) y se mezclé en un tanque para conseguir la

composicién mencionada. Los smoothies control y los presurizados fueron
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envasados en botellas de 250 ml de tereftalato de polietileno (PET)
(Sunbox, Madrid, Spain). Para los pasteurizados se us6 una bolsa HT300
(Seal Air Cryovac, Milano, Italy). Ambos envases fueron favorables para
HPP y TP, respectivamente, y previenen de posibles efectos negativos en
el flavor del smoothie debido al material de envasado. Los smoothies
envasados se mantuvieron a 4 °C en la oscuridad durante un maximo de

una hora antes de su procesamiento.

3.3. Aplicacion de altas presiones y tratamiento térmico.

HPP consistié en la presurizacién a una temperatura inicial de 9-10
O0C, que es una temperatura de trabajo viable desde un enfoque
industrial, que evita el sobrecalentamiento del smoothie durante la
presurizacion y limita los costes energéticos derivados del agua de
enfriamiento. Se utilizdé un equipo industrial 6500/120 para HPP
(Hiperbarica, Burgos, Espafia). Las principales caracteristicas del sistema
de HPP fueron: rendimiento de 555 kg por hora, capacidad de los buques
de 120 L, didmetro de los buques en el interior de 200 mm, y la
superficie ocupada de 37 m?. La mediciéon de la presién se hizo con un
transductor de presion IS-20H (instrumento de Wika, Lawrenceville,
EE.UU.) capaz de medir presiones de 0 a 689 MPa (= 100.000 Psi). La
temperatura inicial del agua situada en la entrada del buque fue medida
por un sensor de temperatura Pt100 (IFM electréonico, El Prat de
Llobregat, Espafa). Se ensayaron tres condiciones diferentes de

presurizacion (350, 450, 600 MPa) para el Ensayo I y una presiéon (350
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MPa) para los ensayos II, III y IV. Para Pmax = 350 MPa, la rampa de
presién fue de 200 MPa min™?, tiempo de mantenimiento 5 min y el
tiempo total de procesamiento de 7 min 18 s. Para Pmax = 450 MPa, la
rampa de presion fue de 215 MPa min™?, tiempo de mantenimiento 5 min
y el tiempo total de procesamiento de 7 min 40 s, y para Pmax = 600
MPa, la rampa de presidn era de 230 MPa min!, tiempo de retencién de 3
minutos y el tiempo total de procesamiento de 5 min 8 s. Con tales
parametros, el aumento de la temperatura estuvo por debajo de 3.0 °C
cada incremento de 100 MPa (Patazca et al., 2007), lo que indica que la
temperatura de la muestra estuvo por debajo de 25 °C a 600 MPa. Las
muestras tratadas térmicamente fueron introducidas en un autoclave
Ilraplus (Ilpra Systems, Matard, Spain) y calentadas a 85 °C durante 7
minutos, con una rampa inicial de 5.7 °C min? y el tiempo total del
proceso fue de 27 min. Para los ensayos II, III y IV se procedié de la

misma manera para el smoothie control, HPP-350 MPa y TP-85 ©°C.

Después de procesar, las muestras fueron almacenadas durante 48
horas (ensayo I), 21 dias (ensayo II) y 28 dias (ensayo III y IV) a 4 °C
en una camara climatica Climacell 707 (MMM Medcenter Einrichtungen,
Minchen, Germany) en condiciones de venta al por menor (12 horas a

100 Ix/ 12 horas en oscuridad).
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3.4. Elaboracion de smoothies.

3.4.1. Elaboracion de smoothie de frutas.

Figura 10. Diagrama de flujos del proceso de elaboracién de smoothie

de frutas (Ensayos Iy II).
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3.4.2. Elaboracion de smoothie de frutos rojos.

Figura 11. Diagrama de flujos delproceso de elaboracidon de smoothie de

frutos rojos (Ensayo III).
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3.4.3. Elaboracion del smoothie de verduras.

Figura 12. Diagrama de flujos del proceso de elaboracién de smoothie

de verduras (Ensayo 1V).

{ Lavar/Cortar (<52C) Lavar/Cortar Pelar/Lavar Lavar/Cortar Pelar/Cortar
[ i i 1
i Escaldar 20 min I Escaldar 10 min y : Agua H
riturar icuar icuar I +peptina (en caliente){
Licuar Licuar
Licuar
20%
Zumo+pulpa 15%
)‘ Mezclar / formular }(
v 0,2% pemm——— '
[ Packaging botellas PET o bolsa PP coccion ] i___sfl___:

v
APH 350 MPA Térmico
5 min 852C/7min

Enfriamiento

95



Material y Métodos

Los smoothies se recepcionaron a las 48 h de su elaboracién. Este
tiempo antes de los analisis se aplicé para simular condiciones de venta.
Fue estimado como el tiempo necesario desde la elaboracién hasta la
recepcion en los puntos de venta. Una vez transcurrido ese periodo se
realizaron pruebas en fresco, el resto se congelé en pequefias cantidades

a -800°C. Posteriormente, se realizaron el resto de analisis.

En el ensayo I se estudid el efecto, en un smoothie de frutas, de
diferentes presiones (350 MPa/10 °C/5 min, 450 MPa/10 °C/5 min y 600
MPa/10 °C/3 min) y de la pasteurizacién (85 °C/7 min), comparado con
un smoothie control. Los analisis se realizaron por triplicado para tres
lotes de fabricacidon. Se selecciond el tratamiento mas adecuado para el
estudio de la vida util en frutas, frutos rojos y verduras (ensayo II, III
y IV) y se procesé de igual manera. Se elaboraron smoothies
presurizados a 350 MPa/10 °C/5 min y pasteurizados a 85 °C/7 min. Se
realizaron tres botes de 250 ml por cada punto de control: dia 0, 7, 14,
21 para frutas y también dia 28 para frutos rojos y verduras. En los
ensayos II, III y IV todos los analisis se realizaron por triplicado en dos

lotes de fabricacién, para cada punto de control y tipo de smoothie.
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3.5. Plan de trabajo.

Tabla 7. Distribucion del trabajo realizado en el tiempo.

Material y Métodos

I II 111 v
Tiempo/ Actividad Métodos Articulos
ensayo  ensayo  ensayo  ensayo
1" Semestre X X
2012
20 Semestre X
1¢" Semestre X X
2013
20 Semestre X X
1" Semestre X X
2014
20 Semestre X X
2015 X
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3.6. Determinaciones analiticas.

Analisis Fisico-quimico
Color L* a* b*

Chroma (C*)

Hue (H*)
pH
Acidez (g ac citrico/100ml)
Sélidos Solubles (2Brix)
Sélidos Insolubles (g/100ml)
Densidad (g/ml)
Transmitancia (%)
Turbidez (NTU)

Viscosidad (cP)

indice de Pardeamiento (Abs.)

Anglisis Enzimatico
Pectin metil esterasa (u/g)
Polifenoloxidasa (% act. relativa)

Peroxidasa (% act. relativa)

Material y Métodos

Analisis Nutricional
Vitamina C (mg/100ml)
Acido ascérbico (AA)
Dehidroascorbico (DHAA)
Azlcares (g/100ml)
Sacarosa
Glucosa
Fructosa
Fenoles (mg eq ac Galico/100ml)

Flavonoides (mg eq Quercetina/100ml)

Actividad antioxidante
FRAP (umol eq. Fe**/100ml)

DPPH (ICso)

Andlisis Sensorial
Test Triangular

Analisis Descriptivo (Unidades arbitrarias)

Analisis Microbioldgico

Bacterias mesdfilas (log ufc g™)
Bacterias psicrofilas (log ufcg™)
Mohos y Levaduras (log ufc g™)
E.Coli y Coliformes (log ufc g™*)
Salmonella spp.(Ausencia en 25 g)

L. monocytogenes (Ausencia en 25 g)
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3.6.1. Analisis Fisico-Quimico.

3.6.1.1. Determinacion del color.

El color se midié usando un colorimetro CR-200/08 Chroma Meter
IT (Minolta Ltd., Milton Keynes, United Kingdom) con adaptador para
muestras liquidas. Las coordenadas medidas fueron CIE L* (0 negro a
100 blanco), a* (-a verde, +a rojo), b* (-b azul, +b amarillo). Chroma

(C*) y Hue (H*) fueron calculados:

C* = V (a*2 + b*2)

H*

tan-1 (b*/a*) a- verde

azulade a+ magenta

3.6.1.2. Determinacion del pH.

El pH del zumo se midi®6 mediante un pHmetro Crison modelo
GLP21 (Crison, Barcelona, Spain) previamente calibrado con solucion

tampodn code 9463 pH 4.01 y code 9464 pH 7.00.

3.6.1.3. Determinacion de la acidez.

Para la determinacién de acidez total se diluyeron 5 ml de muestra
con 10 ml de agua desionizada. ElI volumen final se valord
potenciométricamente (pHmetro modelo GLP21) con NaOH 0.1 M hasta
alcanzar un pH de 8.1 (AOAC 924.15).El resultado se expresé como g ac.

citrico/ 100 ml, mediante la formula:

. peso eq.ac.citrico x N NaOH x ml gastados
g ac.citrico= x 100
ml muestra
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3.6.1.4. Determinacion de sélidos solubles.

Para la determinacion de solidos solubles totales se utilizdé un
refractémetro (Atago, EEUU) de rango 0-32 ©Brix (g sacarosa/100 ml)

(AOAC 932.14, 1990).

3.6.1.5. Determinacion de sélidos insolubles.

Se pesé una cantidad en torno a 20 g de smoothie y se centrifugo
a 15430 x g durante 10 minutos. Los sélidos insolubles totales (S.1.) se
calcularon como la diferencia de peso entre la muestra agitada antes de
centrifugar y el sobrenadante resultante de la muestra tras ser

centrifugada.

(g muestra—g sobrenadante) x 100 )
g S.I./100 ml zumo= x densidad
g muestra

3.6.1.6. Determinacion de la densidad.

Se tomé una alicuota de zumo mediante un densimetro digital DMA
35N (Anton Paar, Graz, Austria). Todas las medidas se realizaron a

temperatura ambiente (£ 20 °C) (g/ml).

3.6.1.7. Determinacion de viscosidad.

El smoothie se centrifugd a 15430 x g durante 10 minutos. El
sobrenadante fue calentado hasta 40 °C en un bafio termostatico
(Comfort Heto master shake). En un viscosimetro capilar Ostwald-
Cannon-Fenske (Cannon-Fenske, Sigma-Aldrich, Tres Cantos, Madrid,

Espafa), de calibre 100 (para verduras) y 300 (para frutas), se
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introdujeron 6 ml del smoothie. El tiempo transcurrido en recorrer la
distancia entre los dos enrases se midi® mediante un electronic timer

clock y se calculé la viscosidad absoluta:

Vabs (cP)= Cte x tiempo(s) x densidad (g/ml)

Cte: Constante de cada viscosimetro a determinada temperatura (40 °C
0 100 °C).

Tiempo: duracion de la medida en segundos.

3.6.1.8. Determinacion de la turbidez.

La turbidez se midid con el turbidimetro 2100N (Hach, Loveland,
USA). Los tubos especificos del turbidimetro se llenaron con el
sobrenadante del zumo sin agitar. Los resultados fueron expresados
como NTU (unidades nefelométricas). El turbidimetro fue previamente

calibrado con sus patrones en un rango de 0-4000 NTU.

3.6.1.9. Determinacion de la transmitancia.

El sobrenadante del zumo, el mismo utilizado en la medida de
turbidez, se midi®6 espectrofotométricamente (Unicam  UV/Vis
spectrometer ATI unicam). La medida de 100 % de transmitancia a 660

nm fue la correspondiente al agua desionizada.

3.6.1.10. Determinacion del indice de pardeamiento.

Se realizé la medida del indice de pardeamiento segun el método
descrito por Ting y Rouseff (1986). A una cantidad de 3 ml de muestra

centrifugada a 15430 x g durante 10 minutos se le afadieron 3 ml de
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metanol y se mantuvo 15 min en hielo. Posteriormente se centrifugd en
tubos Eppendorf y se midid la absorbancia a 420 nm (Unicam UV/Vis

spectrometer ATI unicam). Se utiliz6 como blanco metanol.

3.6.2. Analisis nutricional.

3.6.2.1. Determinacion de vitamina C.

La vitamina C se cuantific6 como la suma de la medida del acido
ascorbico y su forma oxidada acido dehidroascérbico segun el método de

Gil et al. (1998).

Para la extraccion, se anadieron a 30 gramos de muestra 80 ml de
MeOH/H,0 (5:95) con 0.5 g/L de ac.citrico + 0.5 g/L de EDTA. La mezcla
se centrifugd a 15430 x g durante 10 min. Se filtraron 2 ml del

sobrenadante a través de un filtro Millipore de 0.45 pm.

Se analizé por cromatografia liquida con un sistema equipado por
una bomba (Merck Hitachi L-6200 Intelligent Pump, Japén), un
automuestreador 2050 plus (Jasco Inc., Easton, UK) y un detector UV-Vis
(Merck Hitachi LaChrom L-7420, Japdn). El acido ascérbico se determind
a 260 nm. Para la cuantificacién del acido dehidroascérbico se incubaron
3 ml del sobrenadante centrifugado con 1 ml de OPDA (0.011M en
extractante) durante 37 min en oscuridad y a 4 °C. Posteriormente, se
filtro a través de un filtro Millipore de 0.45 pm. Se cuantific6 con el

mismo detector a 340 nm.
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Las condiciones del HPLC fueron: columna Gemini C18 (300 x 4.6
mm, 5 ym) conectado a un cartucho de fase reversa C18 (Phenomenex,
Torrance, CA, USA), fase movil metanol/agua (5:95) + 5 mM cetrimida +
50 mM KH,PO, y velocidad del flujo de 0.9 ml/min. Se realizaron rectas
de calibrado (R*=0.999) con patrones de &cido ascérbico (0-50 ppm) vy

dehidroascérbico (0-100 ppm).

3.6.2.2. Determinacion de azicares.

Se diluyé 1 ml de muestra con 10 ml de agua y se filtré a través de
un filtro Millipore de 0.45 um (Hellin et al., 2001). El andlisis se realizé
por HPLC con un detector L-7490 LaChrome indice de refraccion (Merck-
Hitachi). La fase moévil fue agua ultrapura (Merck Millipore, USA). Se
inyectaron 20 pl en una columna CARBOSep CHO682Pb (Transgenomic,
Elancourt, Francia) calentada a 80°C por un horno (column blockheater,
Jones chromatography LTD). El analisis se calibr6 con diferentes

concentraciones de sacarosa, glucosa y fructosa de 0 a 100 ppm.

3.6.2.3. Determinacion del contenido fenodlico total.

Se siguié el método descrito por Singleton y Rossi (1965) con
algunas modificaciones. La reaccién fue mediante el reactivo de Folin-
Ciocalteau. Para la extraccion se utilizd 2 g de muestra con 10 ml de 80
% etanol con 1 % de HCIl. Se calenté 60 °C durante 60 minutos y
posteriormente se centrifugd a 15430 x g durante 10 minutos. La
formacion de compuestos azules, debido a la reaccion entre el extracto
etandlico y el reactivo Folin-Ciocalteu, se midié6 a 765 nm. Los resultados

se expresaron como mg eq de acido galico en 100 ml de muestra.
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3.6.2.4. Determinacion de flavonoides.

Se realizé segun Chang et al. (2002). Para la extraccién se diluyd 1
ml de zumo en 10 ml de metanol. Posteriormente, después de
centrifugar, se tomaron 0.5 ml del extracto y se mezclaron con 0.1 ml de
AICl; 10 %, 0.1 ml de acetato potasico 1M y 2.8 ml de agua destilada. Se
incubé en oscuridad durante 40 minutos. La absorbancia de los
compuestos amarillos generados se midié a 415 nm utilizando metanol
como blanco. El resultado se expresé como mg eq. de quercetina/100 ml
de zumo. Para ello se realizd una recta de calibrado de 0-50 mg de

quercetina 100ml™.

En el caso de los smoothies de frutos rojos, este analisis no se
pudo realizar debido a la interferencia de los pigmentos en la lectura de

la absorbancia.

3.6.3. Analisis de la capacidad antioxidante.

3.6.3.1. Determinacion de la capacidad de reduccion del idn

férrico (FRAP).

Se siguid el método descrito por Benzie y Strain (1996), con
algunas modificaciones. Reactivo FRAP: 80 ml de 300 mM Tampoén
fosfato pH 3.6, 8 ml de 10 mM TPTZ en 40 mM de HCl y 8 ml de 20 mM
de FeCl; 6H,0. La muestra se centrifugd en tubos Eppendorf a 15430 x g
durante 6 min. La reaccion se llevd a cabo con 100 pul del sobrenadante

de la muestra centrifugada, 300 pl de agua destilada y 3 ml del reactivo
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de FRAP calentado a 37 °C. Siguiendo el mismo método se realizé una
recta de calibrado con FeSO4 7H,0 en concentraciones de 100 a 1000 uM.
La lectura se realizé a 593 nm. Los resultados se expresaron como pmol

eq. Fe** 100 ml™.

3.6.3.2. Determinacion de la actividad de captacion de radicales

(DPPH).

Se siguid el método desarrollado por Brand-Williams et al. (1995).
La muestra diluida, 5 g en 50 ml de etanol 80 %, se centrifugd a 15430 x
g durante 10 minutos. Se hicieron diluciones del extracto en
concentraciones de 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5y 0 (ml/ml), y se afadié a
cada dilucién 2 ml de DPPH (0.005 g /100 ml etanol). Se incubd 20
minutos en oscuridad y se midié espectrofotometricamente a 515 nm. La
actividad antioxidante total fue expresada como el porcentaje de

inhibicion del radical DPPH y se determind con la siguiente ecuacion:

%TAA= 1-(Abs/Abs control)*100

%TAA se representd graficamente con la concentracidn de extracto.
Resolviendo la ecuacion de la recta, el resultado serd el ICsy, la
concentracién de muestra necesaria para captar el 50% de radicales
libres. Cuanto menor sea la cantidad de muestra necesaria, mayor sera

su poder antioxidante.
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3.6.4. Analisis Enzimatico.

3.6.4.1. Actividad pectin metil esterasa.

Para la determinacién de la actividad pectin metil esterasa
(nomenclatura enzimatica: EC 3.1.1.11) se utilizé el método descrito por
Ting y Rouseff (1986) y Li et al. (2015) con pequefas modificaciones. Se
utilizdé 5 ml de smoothie agitado, previamente ajustado a pH 7.5 con
NaOH 1 M. Se afadid6 50 ml de pectina al 1 % en NaCl 0.2 M,
previamente ajustada a pH 7.5 con NaOH 0.2 M. La muestra se valoré
potenciométricamente (pHmetro modelo GLP21) durante 30 minutos a

pH 7.5 con NaOH 0.05 M. Para el calculo se utilizé la férmula:

PME u/g= ((ml NaOH * N NaOH) / (g muestra * minutos (30 "))
ml NaOH: ml gastados en la valoracidn de la muestra.

N NaOH: Normalidad de NaOH utilizado en la valoracion

g muestra: ml de muestra x densidad.

3.6.4.2. Actividad polifenoloxidasa.

Para la determinacion de actividad polifenoloxidasa (PPO)
(nomenclatura enzimatica: EC 1.14.18.1) se siguié el método descrito
por Wang et al. (2014) con pequenas modificaciones. Se mezclé 12.5 g
de la muestra en 25 ml de tampdn fosfato 0.2 M a pH 7.0, conteniendo 1
g/100 ml PVP y 0.5 g/100 ml TritonX-114. Se centrifugd a 15430 x g

durante 10 minutos.

El sustrato se prepard con 4-t-butylcatechol 7.5 mM en agua

desionizada y se mantuvo en refrigeracién. Para la reaccidon se mezclé en
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un tubo de ensayo, 0.2 ml de extracto, 1 ml de agua y 2 ml de sustrato
7.5 mM. Se agitd, se pasé rapidamente a una cubeta espectrofotométrica
y se midi6 a 420 nm cada minuto, durante 30 min. El incremento de
absorbancia se determindé mediante una recta. Los resultados se
expresan como actividad relativa en funcion de la actividad del smoothie
control (100 % actividad). Para el blanco se sustituyd, en la reaccién, el

extracto por agua.

3.6.4.3. Actividad peroxidasa.

Para la determinacién de actividad peroxidasa (nomenclatura
enzimatica: EC 1.11.1.7) se utilizd el método descrito por Vervoort et al.
(2011). Se mezclé en proporcion 1:1 muestra:tampon fosfato 0.2 M pH
6.5. Se centrifugd a 15430 x g durante 10 min. Para la reaccidn se
utilizaron 0.5 ml del extracto, 1.1 ml tampdn, 1 ml OPDA (10 g/L) y 0.5
ml soluciéon H,0, (15 g/L tampdn). La lectura espectrofotométrica a 485
nm se realizd después de incubar durante 20 minutos en oscuridad. Los

datos se expresaron como en la medida del enzima PPO.

%actividad relativa = Abs muestra*100/Abs control.
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3.6.5. Analisis Microbioldgico.
3.6.5.1. Bacterias mesofilas y psicrofilas.

El recuento de bacterias meséfilas y bacterias psicréfilas fue
determinado con el medio PCA (plate count agar) después de incubar a
30 °C durante 72 horas y 4 °C durante 7 dias, respectivamente (ISO

4833:2013 e ISO 17410:2001).
3.6.5.2. Mohos y levaduras.

El recuento de mohos y levaduras se realizé tras la siembra en
placa en el medio YGC Agar (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol)
(Merck, Madrid, Spain). Se incubaron a 25 °C durante 5 dias (ISO

21527:2008).
3.6.5.3. E-Coli y coliformes totales.

Se determinaron en un medio para E.coli/coliformes (ChromID
Coli, Biomerieux, Marcy-I'EtoiIe, Francia) tras la siembra en placa. Se
incubaron durante 24-48 horas a 37 ©°C (ISO 7251:2005 e ISO

4831:2006).
3.6.5.4. Determinacion de bacterias patogenas.

La presencia de bacterias patdgenas se realizé segun el método de
Stollewerk (2012). Salmonella spp. y L. monocytogenes fue estudiada en
25 ml de muestra, la cual se diluyé 1/10 en Brain Heart Infusion (BD
Becton, Dickinson and Company, New Jersey, USA) y se incubd 48 h a 37

OC (ISO 21528:2004). Se utiliz6 un medio selectivo para L.
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monocytogenes (Listeria Chromogenic Agar Base) (ISO 11290:1996) y se
confirmé mediante la reaccion en cadena de polimerasa (HLY gene). Para
Salmonella spp., las muestras se incubaron en Rappaport Vasiliadis
(Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) a 41.5 °C durante 48 h,
seguido de siembra en CHROMagar™ Salmonella plus (Sharlab
Sentmenat, Barcelona, Espana) y confirmacién mediante la reaccién en

cadena de polimerasa en tiempo real (HLY gene) (ISO 6579:2002).

3.6.6. Analisis sensorial.

3.6.6.1. Entrenamiento de los catadores.

Fueron seleccionados y entrenados seis panelistas (ISO
8586:2012). Los descriptores fueron definidos para cada tipo de
smoothie (tabla 8, 9 y 10). Se us6 una escala no estructurada, donde 0
significo ausencia del descriptor y 10 significé alta intensidad del

descriptor.

3.6.6.2. Analisis descriptivo cuantitativo (QDA).

Se llevé a cabo siguiendo la norma ISO 4121:2003. La evaluacién
sensorial se realizé por duplicado para cada muestra en el tiempo,
empleando una botella de 250 ml para cada sesion. Cada panelista
determind todos los atributos en cada sesion realizada por cada lote. Las

muestras se codificaron con letras de manera aleatoria.
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Tabla 8. Descriptores usados en el andlisis sensorial del smoothie de

frutas.

Atributos Definicion

Apariencia

Color coral Evaluacion de la intensidad del color coral.
Color pardo Evaluacion del color pardo.

Olor

Intensidad Evaluacién de la intensidad del olor general.

Olor a platano
Olor a fresa

Olor a fruta cocida

Flavor
Intensidad
Sabor dulce
Sabor acido
Sabor amargo
Flavor a platano

Flavor a fresa

Flavor a cocido

Textura

Viscosidad

Arenosidad

Calidad global

Evaluacidon de la intensidad del olor caracteristico a
platano.

Evaluacidon de la intensidad del olor caracteristico a
fresa.

Evaluacidon de la intensidad del olor caracteristico a
fruta cocida.

Evaluacion de la intensidad del sabor en general.
Sensacion de sabor basico provocado por azlcar.
Sensacion de sabor basico provocado por acido.
Sensacién de sabor basico amargo.

Intensidad del flavor caracteristico a platano.

Intensidad del flavor caracteristico a fresa.

Intensidad del flavor caracteristico a fruta

cocinada.

Sensacién en boca evaluada por el grado en que el
Zumo es grueso, cubre la boca y su dificultad para
tragar.

Sensacién en boca relacionada con la percepcion de
particulas del tamafio de arena fina.

Puntuacion de la calidad sensorial en referencia a la
norma de calidad para este producto
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Tabla 9. Descriptores usados en el analisis sensorial del smoothie de

frutos rojos.

Atributos Definicion

Apariencia

Color pardo Evaluacion de la intensidad del pardeamiento.
Turbidez Evaluacion de la pérdida de la nube turbia.
Olor

Intensidad Evaluacidén de la intensidad del olor en general.

Fruta fresca

Fruta cocida
(mermelada)
Fresa/ frutos rojos

Platano

Flavor
Intensidad

Fruta fresca

Fruta cocida
(mermelada)
Fresa/frutos rojos

Platano
Acido

Textura

Viscosidad

Arenosidad

Calidad global

Evaluacion de la intensidad del olor caracteristico a
fruta fresca.

Evaluacién de la intensidad del olor caracteristico a
fruta cocida.

Evaluacién de la intensidad del olor caracteristico a
fresa y otros frutos rojos

Evaluacion de la intensidad del olor caracteristico a
platano.

Evaluacién de la intensidad del flavor en general.
Sabor debido al azucar y frescura de la fruta.

Intensidad del flavor caracteristico de la fruta cocida.

Intensidad del flavor caracteristico de la fresa.
Intensidad del flavor caracteristico del platano.

Sensacion acida provocada por los acidos de la fruta.

Grado en que el zumo es grueso, cubre la boca y su
dificultad para tragar.

Sensacién relacionada con la percepcion de particulas
del tamafio de arena fina.

Puntuacién de la calidad sensorial de la muestra en
referencia a los atributos de calidad para este
producto.
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Tabla 10. Descriptores usados en el analisis sensorial del smoothie de

verduras.

Atributos

Definicion

Apariencia

Color naranja

Evaluacion de la intensidad del color anaranjado.

Color pardo Evaluacion del color pardo.

Particulas Evaluacion de la pérdida de la nube turbia.

Olor

Intensidad Evaluacion de la intensidad del olor general.

Calabaza Evaluacion de la intensidad del olor caracteristico de
calabaza

Melén verde Evaluacion de la intensidad del olor caracteristico a
cucurbitaceas.

Cocinado Evaluacion de la intensidad del olor caracteristico a
vegetales cocinados (zanahoria).

Flavor

Intensidad Evaluacion de la intensidad general del flavor.

Dulce Sensacion de sabor provocado por el azucar.

Amargo Sensacion de sabor provocado por moléculas basicas.

Zanahoria Intensidad del flavor caracteristico de vegetales
(zanahoria).

Puerro Intensidad del flavor caracteristico del puerro.

Zumo de Intensidad del sabor a zumo de manzana cocinada.

Retrogusto Evaluacion del mal gusto remanente en la boca después
de tragar la bebida.

Textura

Viscosidad Sensaciéon en la boca evaluada por el grado en que el
jugo es grueso, recubre la boca y su dificultad para

Arenosidad Sensacion en la boca relacionada con la percepcién de
particulas del tamafio de arena fina.

Calidad Calidad sensorial de la muestra segun la referencia para

_global este producto.
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3.6.7. Analisis estadistico.

Los datos fueron analizados usando Statistix 8 para Windows
(Analytical Software, Tallahassee, Florida, USA). El disefio del modelo fue
completamente al azar y el tratamiento de conservacién fue considerado
una variable independiente. La réplica fue un efecto aleatorio. El efecto
del tratamiento sobre las variables dependientes o el efecto del tiempo
fueron determinados mediante un ANOVA de una via. El test Tukey se
utilizé para ver diferencias significativas, las cuales fueron consideradas

estadisticamente diferentes cuando p<0.05.

Para el ensayo I el tamafo de muestra fue n= 45 (5 tratamientos x
triplicado x 3 lotes). Para el ensayo II n= 51 (2 tratamientos x 4 dias de
muestreo x 2 lotes x triplicado + smoothie control en el dia 0) y para el
ensayo III y IV n= 63 (2 tratamientos x 5 dias de muestreo x 2 lotes x

triplicado + smoothie control en el dia 0).
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4.1. Ensayo I: Aplicacion de diferentes condiciones
de presurizacion para obtener smoothies de fruta

con caracteristicas “‘fresh-like”.

El consumo de frutas y verduras es un factor clave para una dieta
equilibrada. La Oficina de Prevencion y Promocién de la Salud del
Gobierno de los Estados Unidos (2015) recomienda el consumo de cinco
porciones diarias de frutas y verduras. En Europa, el consumo de frutas y
verduras varia entre paises (Lobstein et al., 2004), pero de acuerdo con
los resultados de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
(2008), el consumo medio de frutas y verduras (386 g por dia) esta por
debajo de 400 g por dia, segun recomienda la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS). Los smoothies son una forma cada vez mas popular de
consumir homogeneizados de frutas que contienen pulpa, y por lo tanto,

pueden contribuir a una dieta mas saludable.

Como se ha mencionado por varios autores (Keenan et al., 2010;
Knockaert et al., 2011; Landl et al., 2010; Vervoort et al., 2012), HPP ha
demostrado ser una alternativa al tratamiento térmico para el
procesamiento de zumos de frutas y verduras, ademas es aceptado por la
mayoria de los consumidores (Butz et al., 2003). HPP tiene potencial
para lograr la destruccion de los microorganismos vegetativos y la
inactivacién enzimatica, sin promover mucho cambio en las propiedades

sensoriales y nutricionales de los alimentos.
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El objetivo del presente estudio fue evaluar la calidad resultante de
un smoothie multi frutas y comparar el efecto de tres tratamientos con
presién (350 MPa/10 °C/5 min, 450 MPa/10 °C/5 min y 600 MPa/10 °C/3
min), un tratamiento térmico convencional (85 °C/7 min) y un control
(sin tratamiento). Se llevaron a cabo diferentes analisis sensoriales,
fisicos, enzimaticos, nutricionales y microbioldgicos. En base a los
resultados obtenidos, uno de los tres tratamientos HPP sera elegido para
futuros estudios de vida util donde se controlara el deterioro de

smoothies de frutas conservados en refrigeracion.

4.1.1. Efecto de las condiciones de presurizacion sobre el flavor.

El objetivo de la utilizacién de HPP es la retencién del sabor fresco
en los smoothies, conocido este atributo como "fresh like". Una
evaluacion cualitativa preliminar mostré que a todas las muestras
tratadas térmicamente se le atribuyeron sabores a fruta cocinada. Por
otro lado, los presurizados a 600 MPa también desarrollaron un sabor
desagradable, comuUnmente asociado a HPP. Todos los evaluadores
estuvieron de acuerdo en que las muestras tratadas térmicamente y los
tratados a 600 MPa fueron claramente diferentes de los demas y fueron
rechazados debido a alteraciones de sabor. Las muestras tratadas a 350
0 450 MPa se compararon con la muestra control utilizando diferentes
pruebas triangulares. Los catadores seleccionaron correctamente la
muestra extrafa seis veces o menos, de entre las treinta y seis posibles

identificaciones. Para que las diferencias sean estadisticamente
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significativas entre las muestras (P<0,05), se requirieron dieciocho
identificaciones correctas, de un total de treinta y seis. La conclusién fue
gue el panel sensorial no discrimind entre los distintos tratamientos en
los smoothies y que el sabor fresco de la fruta se mantuvo en los

tratados a 350 o0 450 MPa (Tabla 11).

Las principales diferencias en el sabor entre los smoothies HPP y
los TP se basan en el desarrollo de un sabor a fruta cocinada, como
resultado de la degradacion térmica de los compuestos responsables del
flavor en la fruta (Ludikhuyze et al., 2003). El sabor de la fruta también
puede ser alterado por HPP, dependiendo de la intensidad de los
tratamientos aplicados, entre otros factores. La mayoria de los datos
disponibles corresponden a productos de frutas individuales. Por ejemplo,
la aplicacién de 200-600 MPa a temperatura ambiente no alter6 el sabor
del puré de fresa (Lambert et al., 1999), el zumo de mandarina
(Takahashi et al., 1993) o zumo de naranja-limén-zanahoria (Fernandez-
Garcia et al., 2001). Por el contrario, la aplicacion de tratamientos HPP
mas intensos (500-800 MPa hasta 20 min) modificaron el sabor del puré
de fresa (Lambert et al., 1999) y el zumo de naranja (Fernandez-Garcia
et al., 2001). En otros estudios, el sabor del zumo de naranja tratado con
HPP fue puntuado mejor que el zumo de naranja pasteurizado (Parish,
1998; Polydera et al., 2003). Por el contrario, Keenan et al. (2012a) no
encontraron diferencias claras en el sabor y en algunas sustancias
volatiles, en smoothies TP (70 °C =10 min) y HPP (450 MPa/20 °C/ 5 min
o0 600 MPa/20 ° C/10 min), elaborados con manzana, naranja, platano y

fresa. En este estudio, el uso de HPP condujo a una pérdida parcial de
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sabor a fruta fresca tras 24 horas a 4 °C. La falta de correspondencia con
nuestros resultados puede explicarse por diferencias en la composicion
del smoothie, incluyendo zumo de manzana previamente pasteurizado,
aplicacion de mayor temperatura y / o la prueba sensorial utilizada por
Keenan et al. (2012a). Sin embargo, nuestros resultados confirmaron
gue HPP puede afectar al sabor del smoothie, aunque la aplicacion de una
presién igual o alrededor de 450 MPa a 10 ©°C puede prevenir el

desarrollo de sabores desagradables.

Tabla 11. Porcentaje de respuestas correctas en el test triangular del

flavor de los smoothies de fruta.

Tratamiento Respuestas correctas % acierto P

HPP 350 2 6 N.S.
HPP 450 6 17 N.S.
HPP 600 36 100 * kK
T. Térmico 36 100 Hoxk

HPP (350 y 450 MPa a 10 °C durante 5 min; 600 MPa a 10 °C durante 3 min);
térmico (85 °C durante 7 min). N= 36. Niveles de significacién: ***P<0.001,
**P<0.01, P<0.05, N.S. P>0.05 (no significativo).
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4.1.2. Efecto de las condiciones de presurizacion sobre la

inactivacion de enzimas oxidasas y pécticas.

La inactivacidon de enzimas oxidasas y pécticos, responsables de la
oxidacién vy la clarificacién de la nube turbia, es un objetivo importante en
el procesamiento de los productos a base de fruta. Las diferencias entre
los tratamientos fueron notables con respecto a las actividades de los
enzimas en los smoothies. Como se muestra en la Tabla 12, los
smoothies tratados con HPP mantuvieron la actividad PPO, POD y PME
bastante similar a los zumos control, mientras que el tratamiento a 85 °C
durante 7 min resulté altamente eficaz en la inactivaciéon de estos tres
enzimas. Ningun tratamiento HPP tuvo diferencias significativas en las
actividades relativas de POD y PPO, mientras que la aplicacion de 600
MPa redujo la actividad PME a la mitad. El tratamiento necesario para la
inactivacidon de estas enzimas puede alterar las caracteristicas sensoriales

del smoothie.

La resistencia a la presién de PME se ha observado en otros
estudios. Por ejemplo, Bayindirli et al. (2006) aplicaron 450 MPa/50 ©C
/30 min para inactivar la PME en zumo de naranja, aunque la calidad
sensorial no se evalud. Se observo inactivacion PME en zumo de naranja
tratado a 400 MPa/50 °C /12 min (Nienaber y Shellhammer, 2001a) y en
platano tratado a 600 MPa /10 °C /2 min (Ly-Nguyen et al., 2002a),
mientras que una ligera activacion de PME fue encontrada por Cano et al.
(1997) en zumo de naranja, el cual se traté a 200 y 400 MPa /20 °C /15
min. La actividad PME se relaciona principalmente con la estabilidad de la

nube en los zumos de frutas. El enzima PME hidroliza ésteres metilicos de
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acido galacturdnico, generando grupos carboxilo libres y metanol libre. El
resultado es la formacion de pectina de bajo metoxilo y acido
poligalacturdnico, que puede reaccionar con los iones Ca * % presentes en
el medio, para formar pectato de calcio y otros compuestos insolubles en
agua, cuya precipitacidon da lugar a una pérdida gradual de la turbidez del
zumo (Sila et al., 2009; Wicker et al., 2003). Esto puede afectar
negativamente a la apariencia y, por tanto, los smoothies de frutas
pueden necesitar agitacién antes de su consumo. Por otra parte, se
observo que los enzimas PPO y POD son mas resistentes a la presién que
el enzima PME. No hay consenso sobre el efecto de HPP en la inactivacion
de enzimas oxidasas en productos de frutas. Keenan et al. (2012b)
observaron inactivacion parcial de PPO en un smoothie multi-fruta
presurizado a 450 y 600 MPa, mientras que Cano et al. (1997)
observaron activaciones del enzima PPO en puré de fresa tratado a 300-
400 MPa/20-60 °C. Gonzalez-Cebrino et al., (2012) informaron que HPP
fue ineficaz para inactivar la PPO en puré de ciruela, el cual necesitd
ingredientes antipardeamiento o un pretratamiento de escaldado. En
zumo de fresa y naranja procesados por HPP (300-400 MPa/ 20 ©°C/15
min) se ha obtenido inactivacidn parcial de POD (Cano et al., 1997),
mientras que en un extracto enzimatico de fresa (400 MPa/20 °C/ 5 min)
se produjo activacion del enzima POD (Garcia-Palazén et al., 2004). En
nuestro estudio, PPO y POD permanecieron totalmente activas en los
smoothies tratados con HPP, por lo que éstos estuvieron expuestos a las
reacciones de oxidacion catalizadas por estos enzimas. La fruta puede
sufrir pardeamiento como resultado de la oxidacion de polifenoles

catalizada por PPO (Garcia-Palazoén et al., 2004), mientras que POD oxida
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diferentes sustratos a expensas del perdoxido de hidrégeno y puede

causar cambios en el color y sabor de las frutas (Zhang et al., 2005).

Tabla 12. Actividad enzimatica residual de los smoothies de fruta.

Control HPP350 HPP450 HPP600 Térmico
POD (%) 100.0+1.2® 100.3+£2.3® 102.2+5.2° 101.4+4.2° 7.9+3.5°
PPO (%) 100.1+5.4® 100.3+8.7° 90.6+7.4° 91.3+11.2° 11.0+12.1°

PME (ug?) 2.67+0.68° 2.98+0.70° 2.49+0.69° 1.58+0.62° 0.29+0.08°

HPP (350 y 450 MPa a 10 °C durante 5 min; 600 MPa a 10 °C durante 3 min);
térmico (85 °C durante 7 min). Media + Desviacién Tipica.
Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0.05 (Tukey Test).

4.1.3. Efecto de las condiciones de presurizacion sobre la

clarificacién y color.

La tendencia del smoothie hacia la clarificacién y el pardeamiento
se evalud objetivamente mediante diferentes propiedades fisicas. Los
resultados se muestran en la Tabla 13. En general, los smoothies
tratados con HPP presentan caracteristicas fisicas similares a las
presentadas por los smoothies control, con algunas excepciones. La
densidad y el contenido en sélidos solubles fueron similares en todos los
smoothies. Los valores de viscosidad y turbidez medidos en el
sobrenadante fueron mayores en los tratados térmicamente, que en los

smoothies tratados con HPP, lo que indico que la tendencia a clarificar
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podria ser mayor en los presurizados. Cuando se compararon las
muestras HPP, se observdé que los valores de viscosidad absolutos
aumentaron a medida que se incremento la presion; por el contrario, la
turbidez del smoothie no se vio afectada por las diferentes presiones
utilizadas. De acuerdo con los valores de transmitancia, ésta fue
significativamente mayor en los smoothies tratados a 350 MPa, que en
los tratados térmicamente, mientras que el resto de tratamientos obtuvo
valores de transmitancia intermedios. El contenido en sodlidos insolubles
fue mayor en los smoothies presurizados y pasteurizados, que en los
smoothies control, lo que sugiere una menor tendencia a la floculacién en

las muestras no tratadas.

HPP dio lugar a una consistencia y viscosidad absoluta mas baja en
zumos de naranja (Parish et al., 1998; Polydera et al., 2005a), aunque
no se observaron diferencias claras en la transmitancia y la viscosidad
absoluta en otros estudios (Bull et al., 2004). La pérdida de viscosidad en
los zumos turbios se puede atribuir a la degradacion de la pectina a
través de mecanismos enzimaticos y no enzimaticos y, por consecuencia,
precipitacion de la pulpa (Sila et al., 2009). Es conocido que la floculacion
de la pectina puede estar afectada por el pH en smoothies de frutas y
zumos. Como se puede ver, la mezcla de fruta utilizada para elaborar los
smoothies en nuestro estudio dio como resultado un producto acido, en
los cuales, los valores de acidez valorable total y pH no se vieron
afectados por ningun tratamiento de conservacién. HPP no dio lugar a
cambios en el pH o acidez en zumo de naranja (Bull et al., 2004) y zumo

de arandano (Barba et al., 2013). La acidificacion se asocia, a menudo, al
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crecimiento de bacterias acido lacticas, aunque es dificil su desarrollo al
comienzo del almacenamiento de un producto acido pasteurizado.
Nuestra evaluacién fisica indic6 que los smoothies tratados con HPP
tienen una mayor tendencia a la clarificacién, que los smoothies tratados
con calor. Parish (1998) llegd a la misma conclusién al evaluar la
estabilidad de la nube turbia en el zumo de naranja, tras aplicar presién a
500-700 MPa. En el estudio anterior, la pasteurizacion térmica también
fue mas eficaz que HPP, para la estabilizacién de la nube. Teniendo en
cuenta la resistencia a la presion de los enzimas PME, el uso de HPP en
smoothies debe combinarse con estrategias de estabilizacion
complementarias. Por ejemplo, Sun-Waterhouse et al. (2013)
propusieron el uso de carboximetilcelulosa, un agente estabilizador, para
evitar problemas de clarificacion en smoothies tratados por HPP. Ademas,
el uso de variedades de frutas ricas en polisacaridos solubles en agua
también puede ayudar a la estabilizacién de la nube, en el caso de

smoothies de frutas.
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Tabla 13. Caracteristicas fisicas relacionadas con la clarificacion de los

smoothies de fruta.

Control HPP350 HPP450 HPP600 Térmico
Densidad (g ml™) 1.05+0.00 1.05+0.00 1.05+0.00 1.05+0.00 1.05+0.00
S. Soluble (°Brix) 13.1+1.0  12.9%1.1 13.0+£1.0 13.0+£1.0  12.9%1.0
Viscosidad (cP) 3.60+0.15% 3.85+0.20% 4.03+0.23° 4.46+0.50° 4.88+0.16°
Turbidez (NTU) 416+84° 446+57° 439+24° 489+56° 752+159°
Transmitancia (%) 26.5+5.8° 24.,1+4.5*  21.3%4.0°®® 20.2+ 5.0°®® 15.9 +5.4°
S.1.(g100g™) 18.4+1.3> 22.1+2.5%  22.6+1.1° 23.9+1.1° 21.2+2.6°
pH 3.8+0.1 3.8+0.0 3.7£0.1 3.7+0.1 3.7+0.1
Acidez total (g 100mI?) 0.46+0.04 0.47+0.03  0.45+0.03 0.46+0.02 0.46+0.03

HPP (350 y 450 MPa a 10 °C durante 5 min; 600 MPa a 10 °C durante 3 min);
térmico (85 °C durante 7 min). Media + Desviacién Tipica.
Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0.05 (Tukey Test).

En cuanto al color, las coordenadas CIELab fueron similares en los
smoothies control y los tratados con HPP (Tabla 14), por lo que el color
naranja no fue alterado por la presién. Por el contrario, la aplicacidon del
tratamiento térmico aumentd el valor L* y, en menor medida, el angulo
H*, lo que resultd en smoothies con un tono ligeramente diferente y mas
luminosos, aunque no afectd a los valores de a*, b* y C*. Por otra parte,
el indice de pardeamiento (I.P.) no se vio afectado por el tratamiento
térmico o HPP, lo que sugiere que las actividades oxidasas enzimaticas no

afectaron al color en los smoothies presurizados. El pardeamiento no
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enzimatico después del tratamiento térmico puede ser debido a varias
reacciones, incluyendo la reaccién de Maillard, la caramelizacién y la
destruccién de pigmentos, tales como carotenoides o antocianinas (Ibarz
et al., 2000). Keenan et al. (2011) encontraron resultados opuestos en
un smoothie presurizado de manera similar (450 MPa/ 20 °C /5 min) y un
pasteurizado. A diferencia de nuestro estudio, HPP condujo a mayores
cambios de color, lo que resulté en una reduccién de L*, mientras que
para las muestras control y tratadas térmicamente los valores de L*
fueron similares. Esta disparidad en los resultados se podria explicar por
las diferentes materias primas y / o condiciones de procesamiento
utilizadas por Keenan et al. (2011). En cualquier caso, el cambio de color
inducido por el tratamiento podria ser menos relevante en
homogeneizados de diferentes frutas, que en los smoothies elaborados
con frutas individuales, ya que necesitan un color reconocible para

satisfacer las expectativas de los consumidores.
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Tabla 14. Parametros de color de los smoothies de fruta.

Control HPP350 HPP450 HPP600 Térmico
Luminosidad L*  37.1+3.2° 37.6+2.6° 37.3+2.0° 38.3+2.5° 42.3+2.8°
Rojo a* 9.7£2.1 10.7+1.6  10.7+¥1.4  10.6%1.7  9.1%+1.9
Amarillo b* 11.9+3.1 12.3+£2.6  12.0+1.5 12.7£2.0  13.3*1.4
Chroma C* 15.4+3.4  16.4%2.7  16.2+1.5 16.6%2.3  16.1%1.9
Hue H* 50.7+5.8®° 49.0+5.0° 48.3+4.8® 50.1%4.5"® 55,8+5,1°
I.P. (nm) 0.12+0.02 0.11+0.03 0.12+0.03 0.12+0.03 0.10+0.02

HPP (350 y 450 MPa a 10 °C durante 5 min; 600 MPa a 10 °C durante 3 min);
térmico (85 °C durante 7 min). Media + Desviacion Tipica.
Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0.05 (Tukey Test).

4.1.4. Efecto de las condiciones presurizacion sobre la capacidad

antioxidante.

Las reacciones de oxidacion enzimaticas y no enzimaticas pueden
afectar negativamente a la calidad del smoothie. Los resultados de la
capacidad antioxidante (Tabla 15) confirmaron que los smoothies
tratados con HPP tuvieron una capacidad antioxidante menor (mayor ICsg
y FRAP inferior), que los smoothies tratados térmicamente a las 48 h
post-procesamiento. Estas diferencias entre tratamientos pueden ser
debidas a las actividades de los enzimas oxidasas. Una reduccion similar
en la capacidad antioxidante (DPPH y FRAP) fue reportado por Keenan et
al. (2010) en smoothies presurizados a 450 MPa/ 20 °C / 5 min en

comparacién con las muestras tratadas térmicamente, lo que indica que
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la actividad enzimatica no fue inactivada por los tratamientos HPP. Otros
estudios en zumo de naranja no observaron cambios en la capacidad
antioxidante, justo después de la presurizacion o del tratamiento térmico
(Fernandez-Garcia et al., 2001, Sanchez-Moreno et al., 2005), incluso,
Polydera et al. (2005a) encontraron una mayor estabilidad oxidativa en
zumo de naranja tratado con HPP (600 MPa/40 °C /4 min), que en el
pasteurizado (80 °C /1 min) durante el almacenamiento refrigerado.
Nuestros resultados muestran que los smoothies tratados por HPP, con
sus enzimas oxidasas activas, presentan una mayor tendencia a oxidarse,
y por lo tanto, serian menos estables bajo refrigeracidon. Las reacciones
de oxidacidn se ven particularmente favorecidas en los smoothies, en
comparaciéon con la fruta intacta, ya que al licuar y exprimir la fruta, se
ponen en contacto enzima-sustrato, lo que puede ayudar a explicar la
pérdida temprana de la capacidad antioxidante, observada en los

smoothies tratados por HPP.

Tabla 15. Capacidad antioxidante de los smoothies de fruta.

Control HPP350 HPP450 HPP600 Térmico

FRAP 303.4+49.72® 259.4+39.0° 263.8+36.8° 264.7+43.0° 349.1+31.1°

DPPH 48.9+10.7° 59.1+8.7° 56.0+9.8° 49.2+7.9° 29.8+3.5°

HPP (350 y 450 MPa a 10 °C durante 5 min; 600 MPa a 10 °C durante 3 min);
térmico (85 ©°C durante 7 min). Medias con diferentes superindices son
diferentes para P<0.05 (Tukey Test).

Unidades: FRAP (umol Fe*? eq. 100 ml™), DPPH (ICs).
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4.1.5. Efecto de las condiciones de presurizacion sobre las

caracteristicas nutricionales.

La retencién de los nutrientes principales, incluyendo vitaminas,
antioxidantes y azUcares, es otro aspecto relevante del procesamiento de
frutas. La degradacién de la vitamina C es, a menudo, considerada un
obstaculo para la calidad nutricional de los derivados de frutas. Como se
muestra en la Tabla 16, el contenido en acido ascoérbico fue bajo en los
smoothies, independientemente del tratamiento de conservacion. El
analisis mediante HPLC-UV indicé que la mayoria de la vitamina C
presente en los smoothies corresponde a su forma oxidada, acido
dehidroascérbico. La conversion de acido ascérbico en acido
dehidroascérbico es catalizada por el enzima ascorbato oxidasa, aunque
la oxidacién directa también puede ocurrir (Greenway y Ongomo, 1990).
El contenido total de vitamina C no fue afectado por ningun tratamiento
HPP y tuvieron niveles similares a los del zumo control. HPP retuvo mejor
la vitamina C que el tratamiento térmico, con los beneficios nutricionales
gue conlleva. La resistencia a la presion de la vitamina C también se ha
observado en otros estudios. Keenan et al. (2012b) informaron que HPP
permite la retencién de vitamina C en smoothies. Del mismo modo, el
uso de ultra HPP (1400 MPa/1 °C /4 min) no afectd el contenido de acido
ascorbico en un zumo de naranja-limén-zanahoria (Butz et al., 2003). No
hubo diferencias entre los tratamientos en cuanto a los fenoles totales y
el contenido de flavonoides. Ambos grupos antioxidantes fueron estables
tras la aplicacién de HPP y tratamiento térmico. Keenan et al. (2011)

encontraron resultados similares en smoothies a las 24 h post-
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procesamiento. Los fenoles pueden actuar como antioxidantes y como
sustratos en reacciones de pardeamiento durante la oxidacion de fruta
(Robards et al., 1999). En general, los antioxidantes fendlicos son
considerados mas resistentes que la vitamina C, en el procesado de
frutas (Kalt, 2005). La vitamina C juega un papel importante en la
inhibicion de reacciones de oxidacion en la fruta, degradandose
rapidamente en condiciones pro-oxidantes. Nuestros resultados
confirmaron que los smoothies pueden ser tratados por HPP sin el riesgo
de degradaciéon de fenoles, incluyendo flavonoides, ya que la oxidacién
inducida por el procesamiento y las actividades oxidasas no originaron
ninguna reduccion relevante del contenido de fenoles. En cualquier caso,
el uso de HPP no proporciond ninguna ventaja con respecto a la retencién

de fenoles y flavonoides, en comparacion con el tratamiento térmico.

Tabla 16. Contenido de vitamina C y otros antioxidantes.

Control HPP350 HPP450 HPP600 Térmico
Ac. Ascérbico 5.1+4.2 4.7+3.7 4.7+3.7 4.6+3.7 3.5+2.8
Ac. Dehidroascérbico 37.0+£7.0° 34.1+£7.9° 32.945.7%° 33.7+3.7° 22.9+4.6°

Vitamin C (AA+DHAA) 42.1+£3.5° 37.7+5.3° 37.6+4.6° 38.4%4.2° 26.4+6.0°
Fenoles 37.1+8.4 34.7+4.7 37.6+4.0 35.9+6.4 39.7+3.1

Flavonoides 6.1+1.4 7.0x1.4 6.6+1.7 7.8+1.3 7.4+1.6

HPP (350 y 450 MPa a 10 °C durante 5 min; 600 MPa a 10 °C durante 3 min);
térmico (85 °C durante 7 min). Media + Desviacién Tipica.

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0.05 (Tukey Test).

AA y DHAA (mg 100mlI™), Fenoles (mg GAE 100mlI™), Flavon. (mg QE 100ml™).
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Finalmente, el uso de HPP o pasteurizacion llevd a cambios en el
contenido de azucar (Figura 13). El aumento observado en el contenido
de glucosa y fructosa indicé que la hidrdlisis de sacarosa se llevé a cabo
en las muestras tratadas por HPP, lo que sugiere que los enzimas B-
fructosidasa siguieron un patréon similar en la inactivacion, que enzimas
oxidasas y pécticos. Se ha observado inversién de la sacarosa en otros
productos de frutas tratados por HPP. Por ejemplo, la inactivacion
incompleta del enzima B-fructosidasa resultd en la desaparicidon total de
la sacarosa durante el almacenamiento de puré de frambuesa
presurizado (Butz et al., 2003). Por otro lado, la inactivacién térmica de
B-fructosidasa también ha sido bien documentado en productos de frutas
(Simpson et al., 2012). Nuestros resultados muestran la hidrélisis de la
sacarosa en los smoothies al poco tiempo de ser presurizados,

modificando su perfil de azlcares al aumentar la glucosa y fructosa.
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Figura 13. Contenido en sacarosa, glucosa y fructosa en los smoothies

de frutas tras diferentes métodos de conservacion.

g 100g*

M Sacarosa
M Glucosa

M Fructosa

Fructosa

Glucosa

Sacarosa
450 Mpa

600 Mpa
Tratamientos

Térmico

Tratamientos: HPP (350 y 450 MPa a 10 °C durante 5 min; 600 MPa a 10 °C
durante 3 min); térmico (85 °C durante 7 min). Media + Desviacién Tipica.

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0.05 (Tukey Test).

4.1.6.

Calidad microbiolégica evaluada a los 30 dias de

almacenamiento.

Antes de ser comercializados para su consumo, los smoothies

deben cumplir con los estdndares microbiolégicos durante su vida util.

Por esta razon, la calidad microbiolégica se comprobé después de 30 dias

de almacenamiento refrigerado a 4 °C (Figura 14). El deterioro y las

bacterias patdgenas se inhibieron, en general, en los smoothies de

frutas. Los smoothies control tuvieron un recuento de bacterias aerobias

mesdfilas (TVC) de 4.2 log ufc g, que se redujo a 2.3y 1.3 log ufc g* en
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smoothies tratados por HPP y pasteurizados, respectivamente. Por lo
tanto, la pasteurizacién a 85 °C durante 7 min fue ligeramente mas
eficaz que los tratamientos HPP en la inactivacion microbiana. El
reglamento de la Comisidon Europea (EC) n® 2073 (2005) establece, para
los smoothies, un maximo de recuentos mesdfilos de 5 log ufc g™.
Ademads, no se encontraron recuentos por encima del limite de deteccién
para bacterias psicroéfilas totales o coliformes totales, mientras que E.
coli, Salmonella spp. y L. monocytogenes estuvieron ausentes en todas
las muestras de smoothies, como exige la Comision Europea (EC) n©
2073 (2005). Todos los tratamientos HPP también fueron eficaces contra
mohos y levaduras, los principales microorganismos implicados en el
deterioro de los zumos de frutas y purés (Parish y Higgins, 1989). Por lo
tanto, los estandares microbiolégicos pueden ser mantenidos en
smoothies durante 30 dias sin la pasteurizacion térmica, aunque los dos
tratamientos, HPP y tratamiento térmico, reducen el riesgo por

crecimiento de microorganismos.

La inactivacién de microorganismos por HPP se ha demostrado en
numerosos estudios sobre zumos de frutas y purés. En general, presiones
entre 200 y 600 MPa, en un rango de temperatura leve, son eficaces en
la inactivacién de la mayoria de patégenos y de microorganismos
vegetativos presentes en los zumos de frutas (Balasubramaniam vy
Farkas, 2008; Bayindirli et al., 2006; Bull et al., 2004; Parish, 1998;
Vega-Galvez et al., 2014). En un estudio reciente, la presurizacién en frio
a 300 MPa durante 5 min inactivd Zygosaccharomyces bailii y L.

monocytogenes afiadidas a un smoothie multi-fruta elaborado con bayas,
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naranja, uva y manzana (Scolari et al., 2015). Nuestros resultados
confirmaron que es posible obtener smoothies microbiolégicamente
estables mediante la aplicacion de 350 MPa a una temperatura fria. El
uso de presiones mas altas puede alterar el sabor. Ademas no tiene
efectos antimicrobianos adicionales. No es necesario aplicar mayores
presiones para mantener los estdandares microbioldgicos necesarios.
Como se puede ver, la calidad microbioldgica se puede asegurar sin gran
dificultad a través de HPP en smoothies o zumos Aacidos, donde los

microorganismos tienen pocas posibilidades de proliferar.

Figura 14. Efecto del tratamiento de conservacién en la carga

microbiana.

a
b N b M B. mesofilas
M B. Psicrofilas
M Coliformes Totales
I M Mohosy Levaduras

Control 350MPa 450MPa 600MPa Térmico

UFG g-1

Tratamientos

Medias con diferentes superindices son diferentes para P<0.05 (Tukey Test).
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4.2. Ensayo II: Vida comercial de los smoothies de

fruta tratados por alta presion y por calor.

Recientemente, las industrias productoras de zumos estan
interesadas en HPP como tecnologia de conservacion no térmica, porque
preserva la mayor parte de las moléculas saludables relacionadas con un
zumo fresco. En realidad, HPP afecta algunas propiedades nutritivas, pero
estos cambios no son totalmente predecibles especialmente en un
smoothie multi-fruta. Uno de los principales problemas en la fabricacion
de productos listos para el consumo, como estos a base de frutas y
hortalizas frescas, es su corta vida util. Por lo tanto, la extension de la
vida util de los alimentos utilizando tecnologias poco agresivas de
procesado que afecten minimamente a las propiedades sensoriales y

nutricionales de estos productos es un reto para la industria alimentaria.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del procesado
por alta presién y pasteurizacion, con el fin de obtener un producto con
caracteristicas similares al alimento fresco. Se analizaron parametros
fisico-quimicos, microbioldgicos, enzimaticos, nutricionales y sensoriales
de un smoothie multi fruta, durante 21 dias de almacenamiento

refrigerado a 4°C.
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4.2.1. Calidad microbiolodgica.

Los recuentos iniciales de microorganismos fueron bajos (Tabla
17), siendo 4.4 log ufc g, 2.5 log ufc g, 3.4 log ufc gy 2.3 log ufc g'*
para aerobios mesofilos (TVC), bacterias psicréfilas (PSY), mohos y
levaduras, y coliformes totales, respectivamente. Los tratamientos de
conservacion tienen un impacto en los recuentos de aerobios mesdfilos
con una reduccidn de 1.4 log ufc g para las muestras HPP y 2.6 log ufc
g*' para las muestras TP. El tratamiento por calor (85 °C/7 min) tuvo
mayor impacto que el tratamiento HPP (350 MPa /5 min). Ambos
procesos consiguieron una alta reduccién microbioldgica, con recuentos,
después del procesado, por debajo del limite de deteccién para bacterias
psicrofilas y coliformes, y muy cerca del limite de deteccién (0.1 log ufc
g*') para mohos y levaduras. Durante el almacenamiento a 4 °C, los
recuentos microbioldgicos para todos los tratamientos se mantuvieron

constantes y no se observaron crecimientos.

La eficacia de los tratamientos HPP estd bien documentada y
nuestros resultados HPP estuvieron de acuerdo con la bibliografia para
productos similares. Landl et al. (2010) no observaron crecimiento
microbiolégico en un puré de manzana, con un pH de 3.2, durante 21
dias de almacenamiento a 5 ©C, tras aplicar HPP (400 MPa durante 5
min). Del mismo modo, Varela-Santos et al. (2012) evaluaron el impacto
del tratamiento HPP 350-550 MPa, durante diferentes tiempos de
procesado, en la calidad microbiolégica del zumo de granada (pH 3.0).
Sus resultados indicaron que tras aplicar una presurizacion media (350

MPa durante 150 s), el nivel de bacterias aerobias mesdfilas y el de
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mohos y levaduras estuvo por debajo del limite de deteccion. La
supervivencia de los microorganismos naturales del zumo de manzana
tratado por HPP, fue investigado por Lavinas et al. (2008). Estos autores
encontraron que después de un tratamiento de HPP a 350 MPa durante 7
min, las bacterias meséfilas aerobias disminuyeron de un rango de 4.6-
5.9 log ufc g' a niveles indetectables. No observaron crecimiento
después de un periodo de almacenamiento de 8 semanas a 4 °C.
Recientemente, Juarez-Enriquez et al. (2015) indicaron que después de
un tratamiento de HPP a 430 MPa, el zumo de manzana clarificado (pH
3.4) fue estéril y no se observd crecimiento microbioldgico durante un

tiempo de almacenamiento de 34 dias.
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Tabla 17. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre la calidad

microbioldgica (log ufc g') de los smoothies de fruta almacenados 21

dias a 4 °C.

Vida util  B. Mesdfilas B. Psicrdfilas Mohos y Coliformes

Levaduras

Control 0 4.4+£0.2* 2.5x04 % 3.4+£0.3 % 2.3x0.5~*
HPP 0 3.0+1.17Y < L.D 0.1+0.2 Y < L.D
TP 0 1.8+£0.7°% < LD 0.1+0.27Y < L.D
HPP 7 2.9+1.2 0.8+0.9 0.1+0.2 < L.D
TP 7 1.9+0.6 0.3£0.5 < LD < L.D
HPP 14 2.9+1.3 1.1+0.7 0.6+0.7 < L.D
TP 14 2.3+0.1 0.3+0.7 0.6+0.7 < L.D
HPP 21 3.0+x1.4 < L.D 0.3+0.5 < L.D
TP 21 1.8+0.7 < L.D 0.3+0.7 < L.D

HPP (350 /10 °C /5 min); TP (85 °C /7 min). Media + Desviacién Tipica. Medidas
con diferentes superindices son diferentes para P<0.05. LD < 0.1 log ufc g™.

abc

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.

*¥ efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

4.2.2. Actividad enzimatica residual.

Los efectos de los tratamientos de conservacién y el tiempo de

almacenamiento sobre las actividades enzimaticas de los smoothies de

frutas se muestran en la Tabla 18. En general, el tratamiento HPP a 350

MPa resultdé menos eficaz que el tratamiento TP en la inactivacién de

enzimas. En los smoothies presurizados, PPO permanecié totalmente
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activa, como en las muestras no tratadas, durante todo el tiempo de
almacenamiento. Por el contrario, el tratamiento TP practicamente
inactiva el enzima y no se producen cambios durante el almacenamiento.
En el dia 0, el enzima POD fue parcialmente inactivado por el tratamiento
TP, mientras que el tratamiento HPP no tuvo ningun efecto sobre el
enzima. Durante el almacenamiento, la actividad POD en los smoothies
TP se mantuvo en el 20%, mientras que en los smoothies HPP disminuyo
ligeramente al 80% la actividad residual en el dia 21. La actividad PME de
los smoothies HPP fue similar a la de los smoothies control, alrededor de
seis veces mayor que en los smoothies pasteurizados. La actividad PME
no se vio afectada por el tiempo de almacenamiento. Los tres enzimas,
PME, PPO y POD, a menudo se inactivan con el tratamiento TP, pero son
altamente resistentes a las altas presiones en los productos derivados de
frutas (Terefe et al., 2014), aunque se han realizado pocos estudios de
vida (til en smoothies elaborados con diferentes frutas. Keenan et al.
(2012b) no encontraron una evolucion clara de la actividad PPO en
smoothies de frutas mantenidos en refrigeracién durante 10 horas. En
nuestro caso, la actividad enzimatica podria conducir a una pérdida de

calidad en los smoothies tratados por alta presién.
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Tabla 18. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre la actividad

enzimatica relativa de los smoothies de fruta almacenados 21 dias a 4

oC.
Vida dtil PPO (%) POD (%) PME (u PME g)

Control 0 100£3 * 100+2 2.240.3
HPP 0 101+13 9145 * 2.3+0.3 %
TP 0 546 23+20 Y 0.4+0.3 "
HPP 7 9847 * 93 5 * 2.3+0.3 %
TP 7 2437 20+16 " 0.4+0.3 "
HPP 14 103+21 87416 2.4£0.3
TP 14 1+2Y 174117 0.4+0.2 Y
HPP 21 9649 78+7% 2.4£0.5
TP 21 0+0" 18+14 0.5+0.3 Y

HPP (350 / 10 °C /5 min), TP (85 °C / 7 min). Media + Desviacién Tipica.
Medidas con diferentes superindices son diferentes para P<0.05 (Tukey Test).

abc

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.

*¥ efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

4.2.3. Caracteristicas fisico quimicas.

El efecto de HPP y TP en diferentes parametros fisico-quimicos
durante 21 dias de almacenamiento se presenta en la Tabla 19. En los
smoothies de diferentes frutas no hubo cambios en el contenido total de

sdlidos solubles, pH, acidez total y el total de sdlidos insolubles. Los
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tratamientos de conservacion no tienen efecto sobre dichos parametros y
no se observaron cambios durante los 21 dias de almacenamiento.
Resultados similares fueron obtenidos por Landl et al. (2010) para la

acidez total de un puré de manzana presurizado a 400 MPa.

La transmitancia del smoothie no se vi6o afectada por los
tratamientos HPP y TP pero, durante el almacenamiento, las muestras
HPP presentaron un aumento significativo de la transmitancia, del 5 % en
el dia 7 al 16 % en el dia 21, lo que muestra un proceso gradual de
clarificacion. Por el contrario, la transmitancia del smoothie TP
permanece casi sin cambios. Para la viscosidad absoluta, en el dia 0, las
muestras TP presentaron un valor ligeramente superior (5.1 cP) respecto
a los smoothies HPP (3.9 cP) y control (3.9 cP). Durante el
almacenamiento, la viscosidad de los smoothies TP permanecié estable
con un valor de 4.8 cP. Para los smoothies HPP, la viscosidad disminuyd
de 3.9 en el dia 0 a 3.0 cP a dia 21 y fue, en todos los puntos de control,

inferior a la viscosidad de los smoothies pasteurizados.

Se encontraron pequefias diferencias en el color de los smoothies
entre los tratamientos. Los valores de L* en el dia 0 fueron
significativamente diferentes para HPP (37.0) y TP (41.5). Para valores
de a*, se observaron diferencias entre los tratamientos en los dias 7, 14
y 21. También, la coordenada a* (de rojo a verde) tiende a disminuir
durante el almacenamiento para las muestras TP y permanece estable
para las muestras HPP. El angulo hue (Figura 15) presenta un pequefio
aumento para las muestras TP, que se puede asociar con tonalidades de

color marrén. El indice de pardeamiento (I.P.) fue similar para las
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muestras tratadas y sin tratar en el dia 0 y en el dia 7. Para el dia 14 y
21 aparecen algunas diferencias, una pequefia reduccidn en smoothies
HPP y un aumento del I.P. en los TP, lo que indicé una diferencia (P
<0.05) entre tratamientos. En general nuestros cambios de color estan
de acuerdo con otros estudios. En un smoothie de diferentes frutas,
Keenan et al. (2010) mostraron diferencias en los parametros de color
(L* y a*) de muestras no tratadas y muestras HPP (450 MPa/5 min),
mientras que el color de las muestras tratadas térmicamente no se vié
afectado durante el almacenamiento. Recientemente, Yu et al. (2013)
observaron cambios mas drasticos, entre el control y el zumo de fresa de
una variedad china (bayberry) tratado a 400 MPa durante 5 min, donde
los valores de a* disminuyeron en el dia 0, seguido de un aumento
durante la primera semana. Sadilova et al. (2009), concluyeron que el
tratamiento térmico favorece la formacidon de productos de degradacion.
Esto podria explicar la pérdida de color. En vista de los resultados, los
fenomenos de oxidacidon y clarificacion podrian contribuir a un mayor
deterioro de los smoothies presurizados, limitando su vida util, en
comparacion con los productos equivalentes pasteurizados por

calentamiento suave (Oey et al., 2008).
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Figura 15. Evolucion del color de los smoothies de frutas tratados por

HPP y TP, a lo largo del almacenamiento, mediante la medida de la

coordenada Hue.
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abc efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.

*¥ efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.
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Tabla 19. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre las caracteristicas fisico-quimicas de los smoothies de fruta

almacenados 21 dias a 4 °C.

Vida util pH Acidez S.solubles S.Insol. Transmitancia Viscosidad L* a* b* I.P.

(g A.C. 100mI™) (°Brix) (g 100gY) (%) (cP) (CIE units) (CIE units) (CIE units) (Abs.420nm)
Control O 3.6x0.2 5.6%1.1 12.7+0.4 16x4 0.3+0.0 3.941.4Y 38.3£2.4 11.4%0.5 12.9+1.8 0.10+0.02
HPP 3.6+0.2 5.6%x1.0 12.8+0.6 16x4 0.3£0.0° 3.9+1.,527Y 37.0+£2.6Y 10.7+0.7 11.8+1.6 0.10+0.03
TP 0 3.6+0.2 5.4£1.2 12.6+0.5 16%2 0.3+0.0 5.1£0.6 * 41.5+2.3* 10.5+1.1% 14.14+2.5 0.09+0.02
HPP 7 3.6+0.1 5.7£1.2 12.8+0.3 16+4 Y 4.8+4.1%* 3,2+1.6°Y 39.0+2.4 11.0+0.3* 13.1+1.6 0.10+0.03
TP 7 3.6x0.1 5.6%1.3 12.7+0.3 18+2* 0.4+0.1" 4.840.9* 42.0+2.0 10.0£0.9%°Y 14.1+1.4 0.09+0.02
HPP 14 3.6+0.0Y 5.7+0.6 12.6+0.3 15+4 8.7+£7.1 3 % 3,3+1.8°Y 39,9+3.1 11.1+0.3* 13.1+1.8 0.08+0.01Y
TP 14 3.7+£0.0* 5.6%+1.0 12.7+0.1 17+£3 1.4+1.27 4.840.9* 42.4+2.7 10.0£0.5%°Y 13.8+1.8 0.10£0.02%
HPP 21 3.6x0.1 6.0£0.9 12.5+0.2 155 16.3+14.1°% 3.0+1.7 ®Y 40.4+3.4 10.5+0.7* 13.2+1.4 0.09+0.00"
TP 21 3.7+0.1 5.4%x0.9 12.4+0.3 18+£3 1.3£2.0 4,8+0.9* 42.6+2.6 9.0+0.6°Y 12.84+1.2 0.11%0.01%

HPP (350 / 10 °C /5 min), TP (85 °C / 7 min). Media + Desviacion Tipica. Medidas con diferentes superindices son diferentes para P<0.05.

abc

P<0.05.

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05. * efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para
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4.2.4. Capacidad antioxidante.

Los smoothies presurizados tuvieron mayores valores de DPPH y
menores valores de FRAP, que los smoothies TP, en cualquier dia de
control. Los resultados estuvieron de acuerdo con un estudio de vida Uutil
similar (Keenan et al., 2010), donde los smoothies presurizados también
mostraron una mayor reducciéon de la capacidad antioxidante, lo que
sugiere que los enzimas oxidativos pueden contribuir a la reduccién de la
capacidad antioxidante, mientras que la inactivacion térmica de estos
enzimas ayudaria a estabilizar el estado antioxidante de los smoothies de
frutas. Los resultados para el analisis del status antioxidante fueron

coherentes con las actividades enzimaticas.
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Tabla 20. Efecto de los tratamientos de conservaciéon sobre la capacidad

antioxidante de los smoothies de fruta almacenados 21 dias a 4°C.

Vida dtil DPPH FRAP
(ICs0) (umolFe** 100mL™)
Control 0 33+8 359+135
HPP 355 341493
TP 30+4 424+95
HPP 7 3842 * 360+73
TP 7 33+3Y 400+45
HPP 14 4212 344+57
TP 14 35+7 387+73
HPP 21 41+3 % 328+16 "
TP 21 35+5" 355+15*

HPP (350 / 10 °C /5 min), TP (85 °C / 7 min). Media + Desviacién Tipica.
Medidas con diferentes superindices son diferentes para P<0.05.

abc efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.

*¥ efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

4.2.5. Contenido nutricional.

El efecto de los tratamientos de conservacion y el tiempo de

almacenamiento en la calidad nutricional se muestran en la Tabla 21. La

mayor parte de la vitamina C presente en los smoothies de frutas

correspondié a acido dehidroascérbico (DHAA). El procesado de frutas

favorece la oxidacién del acido ascoérbico a DHAA catalizado por la enzima

ascorbato oxidasa, aunque también puede ocurrir mediante oxidacién

directa (Greenway y Ongomo, 1990).
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En el dia 0, los smoothies TP presentaron valores mas bajos para
AA, DHAA y vitamina C que HPP y smoothies control, aunque la diferencia
no fue significativa (P> 0,05). Durante el almacenamiento pudo
observarse una disminucidon progresiva en todas las muestras. El acido
ascorbico se redujo un 70 % en los smoothies HPP y TP a lo largo de los
21 dias. Para DHAA, se observd una reduccion del 64 % y del 60 % en
los smoothies HPP y TP, respectivamente. También se observd una
tendencia similar para la vitamina C, con una reduccion del 65 % en las

muestras HPP y del 61 % en las muestras TP.

Hubo un hecho contradictorio, la aplicacion de alta presidon no
afectd a la vitamina C, pero sufrié un deterioro algo mayor durante el
almacenamiento. La mayor pérdida de vitamina C se produjo en los
smoothies presurizados y fue coherente con los resultados obtenidos para
la actividad enzimatica y la capacidad antioxidante, aunque la vitamina C
también se degrada por vias no enzimaticas, en particular, en los
derivados de frutas pasteurizados (Perera, 2007). Keenan et al. (2012b)
obtuvieron resultados similares en cuanto al acido ascérbico en
smoothies de frutas almacenados a 4 °C, durante un maximo de 10 h.
Landl et al. (2010) obtuvieron también una fuerte reduccién de AA, DHAA
y vitamina C en puré de manzana tratados por TP y HPP a 400 MPa

durante 5 min.

Por el contrario, el contenido total de fenoles y flavonoides fue
similar en ambos tipos de smoothies en el dia 0. Los valores de
flavonoides se mantuvieron estables, para ambos tratamientos, durante

21 dias de almacenamiento. Lo mismo sucedidé con el contenido total de

149



Resultados y Discusion: Ensayo Il

fenoles de las muestras TP, mientras que las muestras HPP presentan
una reduccién significativa (26 %) durante el almacenamiento. Este
fenomeno también fue observado por Keenan et al. (2010), quienes
encontraron una degradacion parcial del contenido fendlico en ambos
smoothies de frutas, HPP y TP, mantenidos durante 30 dias en

refrigeracion.

Los compuestos fendlicos son responsables, en parte, de la
capacidad antioxidante de las frutas, siendo mas resistentes que la
vitamina C al procesado de éstas (Kalt, 2005). La vitamina C se oxida en
primer lugar, protegiendo a los fenoles frente a la oxidacion. Cuando la
vitamina C se ha degradado, se produce la oxidaciéon de los compuestos

fendlicos.
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Tabla 21. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre la calidad

nutricional de los smoothies de fruta almacenados 21 dias a 4°C.

Vida util AA DHAA Vitamina C Fenoles Flavonoides

(mg 100mL?")  (mg 100mL?) (mg 100mL™) (mgGAE 100mL?)  (mgQE 100mL™)

Control 0 3.9+0.7 30.1+9.1 34.0+9.7 44+10 10.140.7
HPP 0 5.7+1.9? 31.4+11.3% 37.1+13.1?% 49+10° 9.6+0.7
TP 0 4.3%2.1?% 21.543.82 2594572 46+13 9.9+0.5
HPP 7 3.9+2.0% 19.5%6.4° 23.3+7.6° 43+5% 10.0+06
TP 7 4.0£0.3?% 22.0x8.62 26.0£8.7? 45+6 10.2+1.6
HPP 1 1.5+2.3°% 154+50°* 16.944.2°% 42453 10.8+2.2
TP 1 0.3x0.3° 9.8+1.7°Y 10.1+1.7°Y 43%4 10.8+3.6
HPP 2  1.742.7° 11.3+0.7° 13.143.0° 36%3° 8.8+0.8
TP 2 1.4+1.6° 8.8+3.5° 10.442.3° 40%5 9.8+1.9

HPP (350 / 10 °C /5 min); TP (85 °C / 7 min). Media * Desviacién Tipica.

abc

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05;

*¥ efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

El efecto de los tratamientos de conservacion y el almacenamiento
sobre el contenido en azlcar (sacarosa, glucosa y fructosa) se presenta
en la Figura 16. En el dia 0, HPP y las muestras control presentan
contenidos similares de sacarosa, glucosa y fructosa. Durante el
almacenamiento, entre el dia 0 y el dia 7, el contenido de sacarosa cae
drasticamente, de 1.0 g ml™' a una cantidad por debajo del limite de
deteccién. La glucosa y la fructosa, en los smoothies HPP, permanecen

estables en el tiempo. Por el contrario, las muestras TP presentan un
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patrén diferente. En el dia 0, el contenido de sacarosa es 3 veces mayor,
mientras que el contenido de glucosa y fructosa es mas bajo, en

comparacién con los valores obtenidos para los HPP.

En las muestra HPP, la inversidon de la sacarosa fue relevante en el
dia 7. Por el contrario, los niveles de sacarosa se mantuvieron constantes
en los smoothies TP durante el almacenamiento, lo que indica que el
enzima B-fructosidasa fue inactivado a 80 °C durante 7 min, sugiriendo
que la hidrdlisis total de la sacarosa tuvo lugar en los smoothies HPP
durante el almacenamiento. Butz et al. (2003) encontraron resultados
similares en zumos de naranja, limén y zanahoria, pasteurizados y

presurizados.

Figura 16. Efecto del tratamiento de conservacién sobre contenido de
azucar (sacarosa, glucosa y fructosa) de los smoothies de fruta

almacenados 21 dias a 4°C.
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Smoothie TP
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Medidas con diferentes superindices son diferentes para P<0.05 (Tukey Test).

abc

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05;
*¥ efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

4.2.6. Atributos sensoriales.

Los resultados del analisis sensorial cuantitativo descriptivo (QDA)
relativos a los atributos de olor y flavor, atributos de apariencia, textura y

calidad global, para los smoothies HPP y TP, se muestran en |la Tabla 22

El olor de los smoothies fue descrito utilizando cuatro atributos:
intensidad global, platano, fresa y la intensidad del olor a fruta cocinada.
Los resultados de estos atributos dividen las muestras en dos grupos: el
grupo control y HPP y, por otro lado, el grupo TP. Los smoothies control y
HPP se caracterizaron por una mayor intensidad de olor a platano y fresa
y menor intensidad del olor a fruta cocinada. Estos resultados fueron

coherentes con los obtenidos por Fernandez-Garcia et al. (2001), en el
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zumo de naranja-limén-zanahoria, donde no se encontraron diferencias
en el aroma entre los zumos control y presurizados (500 MPa/5 min), y
con los de Picouet et al. (2015), en los zumos de zanahoria (600 MPa/5

min).

En cuanto a los atributos de flavor, las muestras TP tuvieron menor
sabor a fruta fresca y mayor sabor a cocido, lo que muestra el efecto
negativo del tratamiento TP, en ambos atributos de olor y sabor. Segun
Farkas y Hoover (2000) y Barbosa-Canovas y Rodriguez (2002), las altas
presiones que normalmente se utilizan en la industria alimentaria, no
pueden romper los enlaces covalentes, por lo que permanecen sin
cambios los compuestos responsables del color, aroma vy sabor,
manteniendo la calidad sensorial del alimento. A lo largo de la vida util, el
sabor en las muestras TP permaneciéo estable, mientras que en las
muestras HPP aumentd el sabor acido y disminuyd el sabor dulce. El
aumento del sabor acido podria modificar la percepcidén del sabor dulce,
como sefala Pangborn (1961). Este resultado puede estar relacionado
con la disminucién de la calidad sensorial total en los smoothies HPP, ya
gue la mayoria de los consumidores prefieren un sabor dulce a uno acido.
Otros sabores basicos junto al dulce (agrio, salado, amargo y umami) son
mas complejos para adquirir y desarrollar una preferencia (Sijtsema et

al., 2012).

El color de los zumos de frutas y vegetales es un atributo
importante en las preferencias del consumidor y se ha utilizado como un
indicador de la calidad sensorial y nutricional de los alimentos, durante su

procesado y posterior almacenamiento. En cuanto a los atributos de

154



Resultados y Discusidon: Ensayo Il

apariencia, después del tratamiento de conservaciéon, los smoothies HPP
no mostraron diferencias significativas con los smoothies control. Dede et
al., (2007) y Picouet et al., (2015) concluyeron que, para muchos
productos de frutas, el procesado HPP fue efectivo para conservar el color
fresco. Nuestros resultados son coherentes con esta conclusién porque,
en general, el color de las muestras HPP fue similar a los smoothies
control a dia 0. A lo largo de la vida util se produjo un deterioro general
del color, mediante una disminucién de la intensidad del color coral y un
aumento de la intensidad del color marrén. Estos cambios fueron mas
evidentes en las muestras HPP y podrian estar relacionados con una
mayor actividad enzimatica POD y PPO (Liavoga y Matella, 2012;
Zabetakis et al., 2000). Ademas, estos resultados estuvieron de acuerdo
con los de Keenan et al. (2010), quienes concluyeron que los smoothies

pasteurizados mostraron menor cambio de color que los HPP.

Entre los smoothies HPP y TP, se observaron diferencias
significativas respecto a la viscosidad. Las muestras HPP no tuvieron
diferencias significativas con la viscosidad de los smoothies control. En
cambio, fueron puntuados con una menor viscosidad, en comparaciéon
con los pasteurizados. Este resultado estuvo de acuerdo con la mayor
viscosidad absoluta obtenida en los pasteurizados (Tabla 19), lo que
puede ser debido a la mayor actividad del enzima PME (Tabla 18),
implicada en la degradaciéon de la pectina de la pared celular y, por tanto,
en la aparicion de productos de baja viscosidad (Giovane et al., 2004).
Ademads, las muestras HPP tuvieron menor contenido de sacarosa, que

las muestras TP. La sacarosa podria proteger contra la desnaturalizacion
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de la PME, mediante la reduccidén de la actividad de agua del medio. Por

el contrario, las muestras TP fueron puntuadas mas arenosas.

En cuanto a los resultados de la calidad global, no se observaron
diferencias significativas entre los smoothies control y los HPP a dia 0.
Ambos obtuvieron la mayor puntuacion. A lo largo del almacenamiento,
la calidad sensorial total de los smoothies HPP disminuyd
significativamente, mientras que no se observaron cambios en los
smoothies TP. La inactivacién enzimatica por HPP es un fendmeno muy
complejo y la mayoria de las veces, la aplicacion de HPP sin tratamiento
térmico es insuficiente para lograr la completa inactivacién de los
enzimas oxidativos (Chakraborty et al., 2014), responsables del deterioro
del color, sabor y contenido nutricional en zumo de frutas (Liavoga y
Matella, 2012) y smoothies (Keenan et al., 2010), afectando

negativamente a la puntuacion heddnica de los derivados de fruta.
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Tabla 22. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre las caracteristicas sensoriales de los smoothies de fruta

almacenados 21 dias a 4 °C.

Vida util Olor Flavor

Intensidad Platano Fresa Cocido Intensidad Dulce Amargo Cocido Platano Fresa Acido
Control 0 6.7£1.0* 4.4%+1.3% 3.5£1.6 % 0.1+£0.2Y 6.9+£0.9* 4.8+1.7 0.9+£0.9Y 0.1+0.4Y 4.2+1.6* 3.4+1.6* 2.5%1.1
HPP 0 6.0£1.0Y 4.3+1.62* 3.1+1.5% 0.3£0.6" 6.6x1.02% 4.6+1.82 1.0+0.9% 0.2+0.4Y 4.5+1.62% 3.3+1.5* 2.8+1.1°
TP 0 5.9+1.1Y 2.5%1.4 1.5£0.9Y 4.5+2.1* 6.0+0.9" 3.8+1.6 1.7£1.4Y 4.1+1.6* 2.7+1.1Y  2.0£1.2Y 2.2+1.0
HPP 7 6.1+0.6 4.0+£1.3%*%  2.8+0.9 0.4+0.5 6.3+1.0%®  3.6+1.5% 1.6+1.3 0.2+0.6Y 3.0+1.6° 2.5+1.3% 3.4+0.93 %
TP 7 6.3+£0.9 2.0+1.17Y 1.4£1.0 4.8+1.7 6.1x1.0 3.4+1.4 1.7£1.5 4.4+1.6>* 2.3%1.3 1.7£1.1Y 2.0£1.0Y
HPP 14  5.8+0.9  3.1+1.1°* 2.6%x1.3* 0.5£0.6" 6.2+0.6°°  3.3¥1.2° 1.8+1.3  0.4+0.8Y 2.8%+1.4° 2.4#1.5 3.3x0.8*~
TP 14  6.3%0.9 2.0+£1.67 1.5£1.2Y 4.7£1.6* 6.3%£0.8 3.3+1.5 1.9+1.4 4.4+1.5* 2.6+2.3 1.7£1.3  1.9+£1.0Y
HPP 21 5.7£0.6 3.1+£1.3°%  2.3%£1.1* 0.7+£0.9Y 5.8+0.7° 2.9+1.3° 1.6+1.1 0.4+0.6Y 2.6+1.5° 2.2+1.2 3.7+1.0@X
TP 21 6.1+1.0 1.7£1.0Y 1.3+#1.2Y 4.8+1.8* 6.1+0.9 2.6+1.2 1.7£1.5 4.5+1.6* 1.9+0.8 1.5+£1.3 2.2 £1.27




Tabla 22 (continuacion). Efecto de los tratamientos de conservacion sobre las caracteristicas sensoriales de los

smoothies de fruta almacenados 21 dias a 4 °C.

Vida atil  Apariencia Textura Calidad global
Color coral Color pardo Viscosidad Arenosidad

Control 0 6.8+1.4 % 1.4+1.27Y 4.3+2.17 3.4+1.5 7.8+£0.9 %
HPP 0 6.2+£1.22 X 1.841.3°Y 4.3+1.7 %Y 3.1+1.5 7.5£1.123 X
TP 0 3.4+1.17 5.0+1.6 5.7+1.5 % 4.1+£1.6 4.9+1.5 Y
HPP 7 5.9+1.1 % 2.3+1.4°% 3.9+1.3Y 3.5+1.3Y 6.8+1.0
TP 7 3.3+1.1 5.2+1.6 5.9+1.2 % 4.6+1.8 % 4.84+1.2
HPP 14 4,941.2¢ x 3.5+1.6 2V 4.0£1.47 3.7+1.5 5.94+1.2 be X
TP 14 2.9+1.17" 5.4+1.6 X 5.6+1.6 ¥ 42 +1.8 4.7+1.07
HPP 21 4.6+1.2 <% 3.4+1.5°3Y 3.9+1.6"7 3.2+1.5% 5.841.1 €%
TP 21 2.7+£1.37 6.0+£1.6 5.6+1.7 4.4+1.77 4.3+0.8"

HPP (350 / 10 °C /5 min), TP (85 °C / 7 min). M£SD: Media % Desviacién Tipica.

Medidas con diferentes superindices son diferentes para P<0.05. 2* efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para

P<0.05. efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.
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4.3. Ensayo III: Vida comercial de los smoothies de

frutos rojos tratados por alta presion y calor.

Las frutos rojos tienen colores y sabores caracteristicos y contienen
altos niveles de antioxidantes, como compuestos fendlicos, flavonoles,
taninos y antocianos, entre otros, con efectos positivos para la salud
humana (Netzel et al., 2002; Nile y Park, 2014). El impacto directo de los
tratamientos HPP supone poca alteracion del olor y el sabor en las
propiedades sensoriales de los productos derivados de frutas y verduras,
debido a dicho tratamiento no provoca cambios en los enlaces covalentes
de los compuestos de bajo peso molecular (Tauscher, 1995). Sin
embargo, dependiendo de las condiciones de presurizacién o de la matriz
dénde se aplica, los tratamientos HPP pueden modificar las reacciones
enzimaticas y quimicas, lo que podria resultar en la formacion de
compuestos asociados con cambios no deseados en el color, olor y sabor

(Oey et al., 2008).

El presente estudio tiene como objetivo comparar los efectos de un
tratamiento leve HPP (350 MPa y 10 °C durante 5 min) y un tratamiento
térmico (85 ©°C durante 7 min), sobre la calidad y la estabilidad de
smoothies a base de diferentes frutos rojos (fresa, uva negra, mora,
grosella, uva blanca, entre otras). Se evaludé la destruccion de los
microorganismos y la inactivacidn de los enzimas asociados a la
descomposicién de las frutas, asi como varias medidas objetivas de la
estabilidad oxidativa, pardeamiento, clarificacion del smoothie,

estabilidad sensorial y retencién de los principales nutrientes.
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4.3.1. Calidad microbioldgica.

El proceso de conservacién utilizado para los smoothies debe
garantizar su calidad microbiolégica y seguridad durante el
almacenamiento en refrigeracion. Los recuentos microbioldgicos se
presentan en la Tabla 23. El recuento en los smoothies HPP, al final del
almacenamiento, para microorganismos aerobios mesofilos, bacterias
psicrofilas y coliformes totales fueron 4.2, 2.3 y 2.3 log ufc g,
respectivamente, mientras que E. coli, Salmonella spp. y L.
monocytogenes estuvieron ausentes en todas las muestras. Segun la
Comisidon Europea (EC) n© 2073 (2005), para el consumo de smoothies
se requiere ausencia de bacterias patéogenas y un nivel de
microorganismos meséfilos por debajo de 5 log ufc g™*. Por lo tanto, los
smoothies presurizados cumplen ampliamente las normas microbioldgicas
durante los 28 dias de conservacién bajo refrigeracion. HPP también fue
eficaz contra mohos y levaduras, los principales microorganismos
implicados en el deterioro de los zumos y purés de frutas (Parish y
Higgins, 1989). El recuento de mohos y levaduras fue de 2 log ufc g%, en
el dia 28, siendo necesario al menos 6 log ufc g*' para producir
alteraciones sensoriales por fermentacién en zumos de fruta (Thomas et
al., 2004). Por lo tanto, la aplicacion de 350 MPa a 10 °C durante 5 min
fue eficaz para controlar el crecimiento de bacterias patdégenas y
marcadores de higiene tales como bacterias coliformes, mohos vy
levaduras, que pueden proliferar en los smoothies. En comparacion con
HPP, TP (85 °C /7 min) fue ligeramente mas eficaz en la reduccion de la

carga microbiolégica de los smoothies, aunque esto no supone una
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ventaja con respecto a HPP, ya que las cargas microbioldgicas fueron
bajas en ambos tipos de tratamientos. Una conclusion similar se obtuvo
en un estudio preliminar, donde la calidad microbiolégica de los
smoothies, elaborados con naranja, platano, manzana y fresa, se estudio
a los 30 dias de almacenamiento refrigerado. Se obtuvieron recuentos
inferiores a 1 log g* de bacterias aerobias mesdfilas, mohos y levaduras
mediante el uso, tanto de HPP (350 MPa / 10 °C / 5 min), como TP (85
°C / 7 min), mientras que los smoothies control alcanzaron cargas
microbianas de 4.2 log ufc g*' (aerobios mesoéfilos) y 3.5 log ufc g
(mohos y levaduras). Por otra parte, el uso de presiones mas elevadas
(450-600 MPa/ 10 ©°C / 3-5 min) no tuvo efectos antimicrobianos
adicionales en los smoothies, resultados que se utilizaron para disefiar el

presente ensayo (Hurtado et al., 2015).

El uso de altas presiones, entre 200 y 400 MPa, fue eficaz para
suprimir la mayoria de patdgenos y microorganismos vegetativos
presentes en los zumos de frutas (Balasubramaniam y Farkas, 2008;
Bayindirli et al., 2006; Bull et al., 2004; Juarez-Enriquez et al., 2014;
Parish, 1998; Varela-Santos et al., 2012; Vega-Galvez et al., 2014). La
destruccién de microorganismos por HPP (300 MPa / 4 °C / 5 min) se
consiguié en smoothies elaborados con bayas, naranja, uva y manzana,
inoculados con cultivos de Zygosaccharomyces bailii y L. monocytogenes
(Scolari et al., 2015). Como se observa, el control de Ilos
microorganismos no plantea grandes dificultades en los smoothies de

frutos rojos presurizados a 350 MPa y baja temperatura.
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Tabla 23. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre la calidad
microbioldgica de los smoothies de frutos rojos almacenados 28 dias a 4

oC.

Tratamiento Vida util  Aerobios mesofilos B. psicrofilas Mohos y Levaduras

Control 0 3.5£0.3 2.5+x0.4 3.3+£0.12
HPP 0 1.8+0.9Y <LoD 1.5+0.12°
TP 0 0.2+0.3° <L.D. <L.D.

HPP 7 1.1+0.4* 0.5+0.8 1.4£0.16 ®
TP 7 0.3+£0.3" <L.D. <L.D.

HPP 14 0.9+0.2 % 0.2+0.4 0.9+0.12°
TP 14 0.1+0.2" <L.D. <L.D.

HPP 21 0.8+0.3 * <L.D. 0.9+0.16°
TP 21 0.4+0.3" <L.D. <L.D.

HPP 28 0.6+0.3 * 0.2+0.3 0.4+0.16 ¢
TP 28 0.2+0.3" <L.D. <L.D.

HPP: (350 MPa/5 min/10 ©C); TP: (85 °C/7 min).Media + Error Standard.

¥ efecto del proceso (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

abcd efacto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.

Unidades: Log ufc g%; LD < 0.1 log ufc g*.

4.3.2. Actividad enzimatica residual.

La inactivacién de los enzimas es importante para impedir el
deterioro del producto. Como se puede ver en la Tabla 24, las
actividades relativas de los enzimas PME, PPO y POD fueron similares en

los smoothies HPP y en el control en el dia 0, lo que indica que estos tres
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enzimas fueron resistentes a las condiciones de presion aplicadas. Por el
contrario, TP inactivd los enzimas PPO y POD, y, en menor medida, el
enzima PME. Las actividades de estas enzimas se redujeron a alrededor
del 16 % (POD), 3.6 % (PPO) y 25 % (PME) en el dia 0, en los smoothies
pasteurizados. Segun esto, los enzimas pécticos y oxidasas
permanecieron plenamente activos en los smoothies HPP durante el
almacenamiento y, por lo tanto, estos smoothies tendrian una mayor
tendencia a la oxidacién y a la clarificacién. La pérdida de la nube turbia
es un defecto principalmente asociado a la actividad PME, debido a la
desesterificacion de la pectina, que favorece la precipitacién (Cameron et
al., 1998). Por otra parte, PPO puede producir pardeamiento en la fruta,
al catalizar la oxidacién de los fenoles (Garcia-Palazén et al., 2004),
mientras que POD oxida diferentes sustratos, lo que resulta en la
formacion de diferentes productos, que pueden causar cambios en el
color y el sabor de las frutas (Zhang et al., 2005). Esto no significa que
una inactivacion completa de los enzimas POD y PPO proporcione una
estabilidad total frente a la oxidacion, debido a que también tienen lugar
reacciones no enzimaticas, tales como la reaccion de Maillard,
degradacion de pigmentos y acido ascoérbico, que pueden contribuir al
deterioro del sabor y color en derivados de frutas (Ibarz et al., 2000;

Wang et al., 2014).

Los enzimas oxidasas y pécticos se inactivan, a menudo, mediante
tratamientos térmicos, pero son altamente resistentes a las altas
presiones. La sensibilidad hacia la presidon depende del origen del enzima

y de las condiciones del proceso (Chakraborty et al., 2014; Hendrickx et
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al., 1998; Terefe et al., 2014). En general, no existe un acuerdo sobre la
respuesta de los enzimas presentes en frutas a los tratamientos HPP. La
aplicaciéon de 350-600 MPa durante 3-5 minutos a 10 °C, en smoothies
de frutas, no afecté a las actividades de PPO y POD (Hurtado et al.,
2015), mientras que, Keenan et al. (2012b) encontraron reducciones de
dos tercios en la actividad PPO de un smoothie de frutas (450 MPa / 20
°C / 5 min). Otros estudios también encontraron inactivacién de POD
después del tratamiento con HPP (400 MPa / 20 °C / 20 min) en puré de
fresa (Moreno et al., 2002), o bien una inactivaciéon parcial de POD
también en puré de fresa (300 MPa / 20 °C / 15 °C) (Cano et al., 1997) y
en fresa entera (450 MPa / 20 °C / 6 min) (Terefe et al., 2009a). Se han
encontrado resultados similares para PPO, como la inactivacion parcial en
fresa entera (400 MPa / 20 °C / 5 min) (Garcia-Palazén et al., 2004) y en
mosto de uva (300 MPa / 15 °C / 2 min) (Castellari et al., 1997). Por el
contrario, en puré de fresa tratado con HPP (300 MPa / 20 °C / 15 ©QC)
tuvo lugar una ligera activacion de PPO (Cano et al., 1997), en
frambuesa (400 MPa / 20 °C / 5 min) (Garcia-Palazoén et al., 2004 ), en
un extracto enzimatico de arandano (100-690 MPa / 30-70 °C / 10 min)
(Terefe et al., 2015) y en zumo de manzana (450 MPa / 25 °C / 15 min)
(Bayindirly et al., 2006). El enzima PME también ha sido resistente a la
presion en otros estudios. En smoothies presurizados a 350-400 MPa / 10
°C / 5 min, PME no se inactivo, siendo necesario aplicar 600 MPa / 10 °C
/ 3 min para reducir la actividad PME a un 60% (Hurtado et al., 2015).
PME se inactivd parcialmente en zumo de naranja (450 MPa / 50 °C / 30
min) (Nienaber y Shellhammer, 2001a, b; Bayindirli et al., 2006) y

platano (600 MPa / 10 °C/ 2 min) (Ly-Nguyen et al., 2002a), mientras
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que, por el contrario, HPP favorecidé una ligera activacién de PME en zumo
de naranja (200-400 MPa / 20 °C / 15 min) (Cano et al., 1997). Un
estudio realizado sobre diferentes enzimas PME purificadas ha confirmado
gue la resistencia a la presion de PME depende del tipo de fruta. PME de
fresa fue mas resistente al tratamiento HPP (850 MPa / 10 °C / 90 s) en
comparacién con la PME de naranjas y platanos (Ly-Nguyen et al.,
2002b). Teniendo en cuenta la dificultad de extrapolar los resultados
obtenidos, debido a los diferentes productos y condiciones de
presurizacion, en general, la literatura confirmdé nuestra apreciacién que
las enzimas oxidasas y pécticas permanecen activas tras aplicar

tratamientos leves de HPP.
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Tabla 24. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre la actividad

enzimatica de los smoothies de frutos rojos almacenados 28 dias a 4 °C.

Vida util POD (%) PPO (%) PME (u PME g™
Control 0 100.2+3.8 % 100.742.8 * 1.240.1
HPP 94.3%1.6 98.442.8 * 1.240.1 %
TP 0 16.2+4.4 " 3.6£1.6 " 0.3+0.0 "
HPP 7 103.842.6 * 106.244.6 * 1.3+0.1 %
TP 7 9.5+1.4 " 5.9+3.0 Y 0.4£0.0 ¥
HPP 14 99.6+2.7 103.0£4.1 ¥ 1.540.1 ¥
TP 14 11.842.17 4.942.27 0.4£0.0 Y
HPP 21 97.74£2.7 * 111.444.9 1.240.1
TP 21 9.743.1" 0.37+0.4 Y 0.3+0.1"
HPP 28 101.3£3.4 105.1+1.6 1.240.1
TP 28 9.4+3.1" 0.0£0.0 Y 0.3+0.1"

HPP: (350 MPa/5 min/10 °C); TP: (85 °C/7 min).Media *+ Error Standard.

¥ efecto del proceso (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

abcd

4.3.3. Caracteristicas fisico-quimicas.

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.

La acidez total y el pH son parametros que se controlan a menudo

en estudios de vida util, ya que indican que los zumos y smoothies de

frutas pueden tener un exceso de carga microbioldgica. Como se muestra

en la Tabla 25, independientemente del tratamiento, los smoothies de

frutos rojos son un producto acido (pH <3,5). Los valores de pH y acidez

total valorable medidos en el
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smoothies. Sin embargo, la acidez total fue mayor en los smoothies HPP,
gue en los smoothies TP, en diferentes dias de almacenamiento, lo que
supuso una pequefia, pero significativa reduccién en el pH al final del
almacenamiento. Otros estudios sobre HPP describieron cambios
significativos en el pH y la acidez durante la vida util en zumo de naranja
(Bull et al., 2004) y zumo de arandano (Barba et al., 2012). Como se ha
visto, el crecimiento de bacterias, mohos y levaduras fue inhibido durante
la vida util, tanto por HPP, como TP, aunque los recuentos de aerobios
mesofilos fueron ligeramente superiores en los smoothies HPP. Quizas,
esto podria explicar las pequefias variaciones en el pH y la acidez total

observada en smoothies de frutos rojos durante el almacenamiento.

Las medidas de reflectancia son particularmente Utiles para discriminar
cambios de color debidos a la elaboracion y el almacenamiento de los
alimentos. Como se muestra en la Tabla 25, las coordenadas de color
CIELab fueron similares en los smoothies control y los HPP en el dia 0. En
consecuencia, el tratamiento HPP no modifico el color rojo-violaceo
natural de los smoothies de frutos rojos. Por el contrario, TP aumentd los
valores de L*, a* y b*, lo que condujo a una cierta pérdida de la
tonalidad del color purpura. Independientemente del procesado, el color
fue estable en el tiempo en ambos tipos de frutos rojos. Del mismo
modo, no hubo diferencias en el indice de pardeamiento entre los
smoothies control y HPP en el dia 0, mientras que los smoothies TP
presentaron el indice de pardeamiento mas alto. Como ocurrié para el
color CIELab, el indice de pardeamiento se mantuvo estable en ambos

tipos de smoothies durante el almacenamiento. Ambas medidas, el color
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CIELab e indice de pardeamiento, confirmaron que el uso de HPP
mantuvo el color de los smoothies y éste fue estable durante el

almacenamiento.

En smoothies con un color naranja (Hurtado et al., 2015), el uso
de HPP (350 MPa / 20 °C / 5 min) no afectdé al color CIELab ni el indice
de pardeamiento medido después de 2 dias de almacenamiento. Por el
contrario, el uso de TP (85 °C / 5 min) aumentd el valor de L*, como
ocurrié en nuestro estudio de frutos rojos. En otros smoothies de color
naranja (Keenan et al., 2012a), el uso de HPP (450 MPa / 20 °C / 5 min)
dio como resultado muestras con inferior L*, a* y b*, mientras que TP
disminuyd el valor de a *. Por otra parte, durante la vida util (30 dias) se
produjo un oscurecimiento gradual (reduccion de L *) en ambos
smoothies tratados por HPP o TP, sobre todo en los primeros. En fresa
tratada a 300 MPa / 20 °C / 2-10 min no se produjeron cambios de color
CIELab (Terefe et al., 2009a). De manera similar, no se vié afectado un
zumo de arandano (600 MPa / 42 °C / 5 min), aunque este sufrid una
ligera disminucion en L* y el angulo hue durante el almacenamiento en
refrigeracion (56 dias) (Barba et al., 2012). Por el contrario, HPP (350
MPa / 4 °C / 150 s) aumentd los valores de L*, a* y b* en el zumo de
granada (Varela- Santos et al., 2012). Después, estas tres coordenadas
disminuyeron fuertemente durante el almacenamiento en refrigeracion
(35 dias) debido a la degradacién de antocianinas (Varela- Santos et al.,
2012). La mayoria de los estudios indican que la fruta tratada mediante
HPP puede conservar su color original, pero no seria estable durante el

almacenamiento. Por el contrario, se conoce que los tratamientos
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térmicos pueden producir cambios de color en los productos de fruta
como resultado de varias reacciones, incluyendo la reaccion de Maillard,
la caramelizacién y la destruccidon de pigmentos como antocianinas (Ibarz
et al., 2000), lo que podria explicar el cambio de rojo-violaceo a rojizo
observado en la tonalidad del color en los smoothies TP. Estas reacciones
de pardeamiento serian menos perceptibles en los smoothies de frutos
rojos que en los smoothies mas claros, y por lo tanto, el oscurecimiento

seria mas dificil de determinar.

Tabla 25. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre los

parametros fisico-quimicos de los smoothies de frutos rojos almacenados

28 dias a 4 °C.
Vida util pH Acidez Total (g L* a* b* I.P.

ac.Citrico 100mi™t) (Abs.420nm)
Control 0 3.3+£0.0 0.80+0.01 23.1+£0.6Y 20.0+£0.5Y -1.9+0.4Y 0.32+0.02"
HPP 0 3.3+0.0 0.81+0.01° 24.1+1.1Y 20.7+£0.6Y -1.6+0.4Y 0.29+0.01"
TP 0 3.3+0.0 0.78+0.01 28.5+0.8 * 26.7+£0.3 % 3.0£1.1* 0.37+0.03~*
HPP 7 3.4+0.0 0.85+0.01 2% 24.3+£1.0Y 21.9+1.5Y -1.3£1.0Y 0.27+0.02Y
TP 7 3.4+0.0 0.80+0.01 28.2+0.6 * 25.7+0.4 % 2.5£0.4* 0.36+0.01*
HPP 14  3.4+0.0 0.84£0.01 % 24.5+0.6 Y 21.7£1.57 -1.7£0.6 Y 0.26+0.02 "
TP 14  3.4+0.0 0.83+0.01 28.7+0.8 * 26.2+1.1 % 2.3+0.4* 0.33+0.02 %
HPP 21 3.3%£0.0 0.85%0.01 @x 25.3+£0.0Y 21.0+0.9Y -1.2+0.4Y 0.27+0.01"
TP 21  3.4%0.0 0.80+0.01 28.7+£0.8 % 24.8+0.5 % 2.3+0.4* 0.35+0.01~*
HPP 28 3.2+0.0Y 0.85%0.01 * 25.2+0.4 Y 21.2+0.5Y -1.3+0.4Y 0.24+0.01"
TP 28 3.4+0.0* 0.79+0.017 28.2+0.8 % 24.6£1.0% 2.1+04* 0.37+0.01~%

HPP: (350MPa/5min/10°C); TP: (85°C/7min). Media + Error Standard.

¥ efecto del proceso (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

abcd

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.
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4.3.4. Parametros relacionados con la clarificacion.

La estabilidad de la turbidez durante el almacenamiento es una
caracteristica de calidad importante en los zumos y smoothies de frutas.
Como se muestra en el Tabla 26, los smoothies de frutos rojos tuvieron
una turbidez alta en comparacién con otros smoothies elaborados sin
frutos rojos (400-750 NTU) (Hurtado et al., 2015). La turbidez disminuy6
en los smoothies durante el almacenamiento en ambos tratamientos. Sin
embargo, debido a la alta turbidez de este tipo de smoothies, sélo se
pudo cuantificar a partir del dia 28, una vez que NTU disminuyd por
debajo del limite de deteccion del turbidimetro (4.000 NTU). En ese
momento, los smoothies HPP fueron menos turbios que los smoothies TP.
La transmitancia optica también se midié para comparar la clarificacion
del smoothie durante el almacenamiento. Los porcentajes de
transmitancia relativa fueron muy bajos en ambos tipos de smoothies y
confirmaron que la turbidez para los presurizados, a dia 28, fue inferior
que para el resto. Otros estudios han visto que las altas presiones tienen
una tendencia a favorecer la clarificacion. Hurtado et al. (2015)
encontraron transmitancias relativas del 20 % y 16 % a las 48 h post-
procesado, en smoothies tratados por HPP y TP, respectivamente. A
diferencia de nuestro estudio, Bull et al. (2004) no encontraron
diferencias claras en el grado de clarificacion, medida como la
transmitancia relativa, de un zumo de naranja tratado por HPP (600 MPa
/ 20 °C / 1 min) o TP (85 °C / 25 s), después de cuatro semanas de

almacenamiento en refrigeracion.
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La pérdida de turbidez de la nube del zumo también puede dar
lugar a cambios de viscosidad. La viscosidad absoluta fue menor en los
smoothies presurizados que en los térmicos durante todo el periodo de
almacenamiento. Esto confirma el mayor grado de clarificacion obtenido
en los presurizados. Hurtado et al. (2015) encontraron una menor
viscosidad absoluta en los smoothies HPP, en comparaciéon con los TP
almacenados durante 48 h. En un estudio de vida util en zumo de fresa,
tras aplicar 600 MPa / 25°C / 4 min, la viscosidad absoluta disminuyd un
32.5 % después de un mes de almacenamiento a 4 °C (Cao et al., 2012),
aunque no se estudié TP. Resultados similares se han obtenido en el
zumo de naranja tratado con HPP (Parish, 1998; Polydera et al., 2005b),
aunque Bull et al. (2004) no encontraron un efecto claro del tratamiento
sobre la viscosidad del zumo de naranja almacenado en frio. Igual ocurri
en el estudio de Keenan et al. (2012a), que no encontraron diferencias
entre los smoothies tratados por HPP o TP en dos medidas relacionadas
con la viscosidad, el coeficiente de consistencia (K) y en el indice de flujo
(n), medido después de procesar (24 h) y después del almacenamiento
(30 dias). Hemos observado que la mayor degradacion de pectina se
produjo en los smoothies HPP, como consecuencia de las actividades
enzimaticas residuales, ya que contribuyen a aumentar la clarificacidon
durante el almacenamiento en rerigeracién. Ademas, el contenido en
sélidos insolubles totales disminuyd claramente con el tiempo en los

smoothies HPP.
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los tratamientos de conservacion sobre la

clarificacién de los smoothies de frutos rojos almacenados 28 dias a 4 °C.

Vida util Turbidez Transmitancia Viscosidad S.solubles S.Insolubles

(NTU) (%T) absoluta (cP)  (°Brix) (g 100mI™)

Control 0 >LoD 0.27+0.00 4.8+0.3Y 12.8+0.1 20.8+0.9
HPP 0 >LoD 0.27+0.00 4,3+0.12Y 12.7+£0.1 22.8+1.3°

TP 0 >LoD 0.27£0.00 6.4+0.2 @* 12.8+0.2 22.7£0.5
HPP 7 3728+187 0.41+0.07 2.9+0.2 %Y 13.0+0.0 18.1+£0.3°
TP 7 >4000 0.27£0.08 5.8+0.1 °* 12.9+0.1 23.1+0.2 %

HPP 14 3460+540 0.81+£0.33 2.4+0.1 %Y 13.0+0.0 15.9+0.2
TP 14 >LoD 0.33+0.36 5.9+0.1 °* 13.0+0.0 23.0+0.3*
HPP 21 3433+566 1.27+0.01% 2.1+0.1 %Y 12.8+0.1 15.3+£0.3 ¢
TP 21 >LoD 0.27+0.01Y 5.94+0.3 b 12.9+0.1 22.7+0.2 %
HPP 28 2167+551Y 1.36+0.36* 1.9+0.1 °Y 12.8+0.1 14,9+0.3 ¢
TP 28 3570+503* 0.30+0.33Y 5.6+0.2 °* 12.8+0.1 22.3+0.4 %

HPP: (350MPa/5min/10°C); TP: (85°C/7min). Media £ Error Standard.

XY efecto del proceso (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

abcd ofecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.

>LoD: superior al limite de deteccion.

4.3.6. Capacidad antioxidante.

Los smoothies pueden oxidarse durante el procesado vy

almacenamiento, como resultado de reacciones enzimaticas y reacciones

no enzimaticas. Los resultados se presentan en la Tabla 27. La

capacidad antioxidante de los smoothies de frutos rojos fue

particularmente alta, alrededor del doble, en comparacion con otros
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smoothies elaborados con una menor proporcién de frutos rojos (Hurtado
et al., 2015; Keenan et al., 2012b). Este resultado era de esperar, ya que
los frutos rojos son particularmente ricos en antioxidantes fendlicos,
como flavonoles, taninos y antocianos, entre otros (Netzel et al., 2002;
Nilo y Park, 2014). Aunque el uso de HPP o TP no afecté a la capacidad
antioxidante (dia 0), ésta fue ligeramente superior en los TP. El estado
antioxidante de ambos smoothies disminuyd a medida que avanzaba el
tiempo de almacenamiento. Los valores de FRAP disminuyeron a partir
del dia 21 en los smoothies TP, pero no en los smoothies HPP; mientras
gue los valores de ICso aumentaron a partir del dia 14 en ambos tipos de
tratamientos. Los smoothies HPP tuvieron un estado antioxidante mas
bajo que los pasteurizados en los dias 14 y 21. Otros estudios tampoco
encontraron cambios en la capacidad antioxidante de un zumo de naranja
después de HPP o TP (Fernandez-Garcia et al., 2001, Sanchez-Moreno et
al., 2005). En cuanto a estudios de vida util, Keenan et al. (2010)
informaron de diferencias menos marcadas en el estado antioxidante de
smoothies tratados por HPP (450 MPa / 20 °C / 5 min) y TP (P70> 10
min) durante el almacenamiento en refrigeracion (30 dias). Los
resultados pueden ser explicados por la inactivacion parcial de enzimas
oxidasas bajo estas condiciones de presurizacion. Otros estudios
informaron de resultados opuestos. Polydera et al. (2005a) encontraron
una mayor estabilidad oxidativa en el tratado por HPP (600 MPa / 40 °C /
4 min), que en el TP (80 °C / 1min) en zumo de naranja, durante el
almacenamiento en refrigeracion (90 dias), lo que indicaria, en este caso,
que los TP pueden ser menos eficaces que los tratamientos a presiones

elevadas, para alcanzar la inactivacion de los enzimas oxidasas en frutas
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procesadas. Nuestros datos indican que, cuando las condiciones de
presurizacion aplicadas no son suficientes para la inactivacién de las
enzimas, las actividades remanentes pueden favorecer la oxidacion y los
smoothies serian mas propensos a ser oxidados durante el
almacenamiento. Sin embargo, a diferencia de otros smoothies, los de
frutos rojos tuvieron una alta capacidad antioxidante, lo que puede
contribuir a reducir los efectos de las reacciones de oxidacion sobre el

color y sabor.

Tabla 27. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre la capacidad

antioxidante de los smoothies de frutos rojos almacenados 28 dias a 4°C.

Vida util FRAP DPPH (ICsp)
(umol eq. Fe** 100mlI™)

Control 0 705.1+36.5 20.1+£0.4
HPP 0 695.5+32.3 21.0+0.4 b
TP 0 757.6+57.3 2 19.6+0.5°
HPP 7 624.4+53.9 19.5+0.3 ¢
TP 7 667.6+69.9 ° 18.8+£0.6 °
HPP 14 633.7+£30.4 " 22.7+£1.4 3%
TP 14 713.3+£35.4 3 x 21.2+0.7 ®Y
HPP 21 611.2+23.7 " 24.0+0.5 2V
TP 21 658.5+25.2 b 25.2+1.2 @~
HPP 28 627.2+34.8 23.9+1.3°
TP 28 666.1+£26.7 ° 24.3+1.5°

HPP: (350 MPa/5 min/10 ©C); TP:(85 °C/7 min).Media + Error Standard.
¥ efecto del proceso (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

abcd efacto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.
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4.3.6. Contenido nutricional.

Los antioxidantes de la fruta, la vitamina C y los azlcares pueden
ser degradados por diferentes vias durante el procesado vy
almacenamiento del smoothie. Los resultados sobre los datos
nutricionales se presentan en la Tabla 28. La vitamina C determinada en
los smoothies correspondié a acido dehidroascérbico, mientras que el
contenido en acido ascérbico fue inferior al limite de deteccién (<0,5 mg
100 ml'?) en todas las muestras. Esto también se ha observado en otros
estudios en los que la vitamina C se analizé por HPLC-UV. Hurtado et al.
(2015) encontraron cantidades mas bajas (<5 mg 100 ml™?) de &cido
ascorbico, que de &cido dehidroascérbico (<30 mg 100 ml?') en
smoothies a las 48 h post-procesado. Esto confirmd que el acido
ascoérbico se oxido rapidamente durante el procesamiento del smoothie.
Nuestros resultados mostraron que HPP no redujo el contenido total de
vitamina C en el dia 0, aunque esta vitamina se redujo de 21 a 3 mg 100
ml™? en el dia 28 en los presurizados, como consecuencia de la mayor
oxidacién durante el almacenamiento. Por el contrario, TP redujo el
contenido total de vitamina C a 13 mg 100 ml™* en el dia 0, siendo esta
vitamina completamente degradada durante el almacenamiento. El
contenido total de vitamina C se igualé en ambos tipos de smoothies en
el dia 14, después de lo cual, el uso de HPP no tuvo beneficios
nutricionales adicionales respecto a la retencion de vitamina C. Varios
estudios comparativos también han informado que la degradacién del

acido ascorbico es menor en el HPP que en los productos TP (Butz et al.,

2003; Hurtado et al., 2015; Keenan et al., 2012b; Landl et al., 2010;
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Polydera et al., 2003). El acido ascérbico puede oxidarse a acido
dehidroascdérbico, ya que protege a los fenoles frente a la oxidacidn,
convirtiendo las quinonas a su forma reducida. Por lo tanto, la oxidacién
del acido ascorbico puede verse favorecida en productos ricos en
compuestos fendlicos, dénde los enzimas oxidasas, como PPO,
permanecen activos, como sucedié en los presurizados. Por otra parte,
las reacciones de oxidacion se incrementan en productos de frutas
homogeneizados, que contienen mas oxigeno ocluido que la fruta intacta,
lo que también puede explicar la oxidacion rapida de la vitamina C. Una
vez que el acido dehidroascorbico se forma, la vitamina C no tiene
capacidad para reducir los fenoles. La degradacion de la vitamina C
puede corresponder a reacciones oxidativas catalizadas por enzimas
oxidasas o a reacciones aerdbicas y anaerdbicas no enzimaticas (Nagy et
al., 1980). La pérdida de antioxidantes de la fruta esta favorecida en los
smoothies, cuando los enzimas de degradacién no son inactivados por

HPP (Keenan et al., 2010), como sucedié en nuestro estudio.

A diferencia de la vitamina C, los fenoles de las frutas fueron
bastante resistentes a la presion (Hurtado et al., 2015; Keenan et al.,
2012b) y pasteurizacion (Landl et al., 2010; Marszalek et al., 2015;
Patras et al., 2009), a pesar que la degradacion de los fenoles puede
ocurrir en funcibn de las condiciones de procesamiento vy
almacenamiento. Los smoothies de frutos rojos son particularmente ricos
en fenoles totales, su contenido fue similar en los HPP y TP, alrededor de
85 mg GAE 100 ml' (Tabla 28), aunque el contenido de fenoles

disminuyé en los HPP en el dia 28. Esto indicé que fue necesario un alto

176



Resultados y Discusion: Ensayo Ill

grado de oxidacion para observar una pérdida cuantitativa de fenoles en
los smoothies. Keenan et al. (2010) también observaron una pérdida de
fenoles totales durante el almacenamiento (30 dias) en HPP (450 MPa /
20 °C / 3 min) en comparacién con TP (70 °C = 10 min). La degradacién
de los fenoles durante el almacenamiento también ocurrié en otros
estudios de vida util en diferentes zumos presurizados (Barba et al.,
2012; Cao et al., 2012; Liu et al., 2014; Varela-Santos et al., 2012). El
acido ascorbico es el antioxidante primario involucrado en las reacciones
de oxidacion-reduccion, que se producen en la fruta, pero, una vez que
se degrada, los compuestos fendlicos pueden actuar como antioxidantes
en los smoothies de frutas. Si las enzimas oxidasas no estan inactivadas
por el tratamiento, como sucede en los HPP, los fenoles terminarian
siendo oxidados, sin la posibilidad de ser recuperados por la accidon del
acido ascorbico, con la consiguiente pérdida nutricional de los smoothies.
Confirmando nuestros resultados, Gil-Izquierdo et al., (2002)
encontraron una menor estabilidad de flavonoles en el zumo de naranja,
cuando las actividades enzimaticas no fueron inhibidas por los

tratamientos térmicos.

Los azlcares también pueden sufrir modificaciones quimicas
durante el procesado y almacenamiento de la fruta, debido a la hidrdlisis
y otras reacciones catalizadas o no por enzimas. El perfil de azlicares de
los smoothies no se vio afectado por el tratamiento y tiempo de
almacenamiento. El contenido en sacarosa estuvo por debajo del limite
de deteccién (<0,5 mg 100 ml!) en todas las muestras desde el dia 0, lo

que sugiere que, el triturado y mezclado de la fruta puede haber

177



Resultados y Discusion: Ensayo Ill

favorecido la extraccidn y el contacto entre el azicar y los enzimas,
teniendo lugar la hidrdlisis de la sacarosa durante el procesado. Esto
explicaria la falta de sacarosa en los smoothies TP, ya que la inactivacion
térmica de B-fructosidasa estd documentada (Butz et al., 2003; Hurtado
et al., 2015). Los niveles de fructosa y glucosa fueron alrededor de 6 g
100 ml™ y no se vieron afectados por los tratamientos durante todo el
periodo de almacenamiento. Del mismo modo, la inactivaciéon incompleta
de B-fructosidasa resulté en la desaparicion total de la sacarosa en puré
de frambuesa tratado con HPP y refrigerado durante 30 dias (Butz et al.,
2003). Sin embargo, en el primer ensayo, la hidrdlisis de sacarosa fue
mas intensa en los HPP que en los TP después de 48 h de
almacenamiento en refrigeracion. Dos hechos podrian apoyar los
resultados obtenidos: (i) los frutos rojos tienen un menor contenido en
sacarosa que otras frutas, como manzana, fresa y uva (Vicente et al.,
2009); (ii) una pequefa cantidad de sacarosa puede ser completamente
hidrolizada por enzimas pB-fructosidasa, durante la elaboracién del

smoothie y su procesado, a monosacaridos como la fructosa y la glucosa.
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Tabla 28. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre el contenido

nutricional de los smoothies de frutos rojos almacenados 28 dias a 4 °C.

Vida util Vitamina C Total Fenoles Totales Sacarosa Glucosa (g Fructosa (g
(mg 100mI™) (mg GAE 100ml™t) (g 100mlI-1)  100mi-1) 100ml-1)
Control 0 19.1+1.8% 84.8+5.6 <LoD 5.8+0.0 6.7+0.1
HPP 0 21.0+3.0 3~ 86.4+6.2 <LoD 5.6+0.2° 6.5+0.1°
TP 0 13.5+1.2 2 75.7+£5.5 <LoD 5.6+0.2° 6.6%0.1
HPP 11.540.9 °* 82.845.9 <LoD 5.9+0.2% 6.4+0.2°
TP 6.4+0.3 bcY 81.947.5 <LoD 6.0£0.1% 6.6+0.0
HPP 14 6.8+0.7 °° 93.3+2.7 2 <LoD 6.0£0.2% 6.7£0.2%®
TP 14 6.8+0.9 ° 96.1+1.4 <LoD 6.1£0.1% 6.7+0.1
HPP 21 4,940.3 ¢ 85.7+3.2 % <LoD 6.1£0.1°% 6.8+0.1°
TP 21 3.4+0.3 « 93.342.0 <LoD 6.1£0.2°% 6.7+0.2
HPP 28 2.8+0.0 ¢ 66.4+7.4 °Y <LoD 6.2+0.1% 6.9+0.1°
TP 28 1.3+0.2 9V 81.942.8 X <LoD 6.2+0.1% 6.9+0.2

HPP: (350 MPa/5 min/10 ©C); TP: (85 °C/7 min).Media + Error Standard.

XY efecto del proceso (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

abcd

4.3.8. Atributos sensoriales.

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.

Los resultados del analisis sensorial se muestran en la Tabla 29. A

diferencia de TP, HPP no tendria consecuencias negativas para la calidad

global de los smoothies. No hubo diferencias significativas entre el control

y los smoothies HPP para cualquier atributo sensorial en el dia O,

mientras que el uso de TP condujo a cambios en el olor, flavor, apariencia

y calidad general en el dia 0.
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Un aspecto relevante fue que el olor a fruta fresca (frescura) fue
superior en el HPP, que en los smoothies TP, durante todo el periodo de
almacenamiento, a pesar de que la intensidad de esa frescura disminuy9,
en HPP, a partir de dia 21. No se encontraron diferencias entre los
smoothies HPP y TP para el olor y el flavor a fresa en cualquier tiempo de
almacenamiento, mientras que, por el contrario, el olor y el flavor del
platano fue mas alto en HPP, aunque las diferencias entre ellos
desaparecieron con el tiempo. La contribucion de otras frutas (manzana,
naranja, mora, grosella, uva blanca y roja y lima) al sabor del smoothie
no pudo ser apreciada por los evaluadores, con suficiente nitidez, para
ser cuantificada. Otro aspecto relevante fue que los smoothies HPP
estuvieron libres de malos olores y sabores desagradables asociados con
el tratamiento de conservacidon, mientras que el TP desarrollé un olor y
sabor persistente a fruta cocida, lo que explicaria su menor frescura. Por
otra parte, los HPP fueron calificados como mas acidos que los TP, a

partir de los 14 dias.

HPP puede modificar reacciones enzimaticas y quimicas, pudiendo
favorecer la formacion de compuestos asociados a cambios no deseados
en el sabor (Oey et al., 2008). La aplicacion de presiones leves tiene
pocas posibilidades de afectar a la estructura de pequefos compuestos
moleculares del sabor. Por otra parte, si la temperatura durante los
tratamientos de presurizacion es baja, se reduce el riesgo de alteracion
de compuestos de sabor. Hay disponibles algunos datos sobre el perfil de
sabor de smoothies de frutas tratados por HPP. Keenan et al., (2012a) no

encontraron ninguna retencién clara del olor y sabor de la fruta fresca en

180



Resultados y Discusion: Ensayo Ill

smoothies HPP (450 MPa / 20 °C / 5 min) elaborados con manzana,
zumo de manzana pasteurizado, naranja, platano y fresa. El uso de zumo
de manzana pasteurizado (29 %) como ingrediente podria explicar estos
resultados. En otros productos de frutas, la aplicacién de 200 a 600 MPa
a temperatura ambiente no alterd el sabor del puré de fresa (Lambert et
al., 1999), zumo de mandarina (Takahashi et al., 1993) o zumo de
naranja-limon-zanahoria (Fernandez-Garcia et al., 2001); mientras que,
por el contrario, la aplicacidon de tratamientos mas intensos HPP (500-800
MPa / 20 min / 20°C) modificaron el sabor del puré de fresa (Lambert et
al., 1999) y zumo de naranja (Fernandez-Garcia et al., 2001). Lambert et
al. (1999) informaron que HPP provocé la formacion de nuevos
compuestos volatiles. Del mismo modo, Zabetakis et al. (2000)
encontraron cierta dependencia de la presidn en la degradacion de

algunos compuestos volatiles que contribuyen al sabor a fresa.

El desarrollo del olor y sabor a fruta cocida seria la diferencia
sensorial mas relevante entre productos de frutas pasteurizados
mediante el uso de calor o de alta presién (Parish, 1998; Polydera et al.,
2003). Muchos compuestos del sabor presentes en los zumos de frutas
estan sujetos a ser degradados por los tratamientos térmicos, lo que
resulta en pérdidas significativas de los sabores frutales naturales y
desarrollo de sabores de frutas cocinadas (Wang et al., 2003). Por
ejemplo, el escaldado por encima de 80 ° C, en productos de arandano,
provoca la pérdida de su sabor natural y algunos componentes
nutricionales (Rossi et al., 2003). Un estudio llevado a cabo con nariz

electrénica en puré de fresa, llegd a la conclusién de que los cambios en
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el perfil de volatiles fueron mas intensos en el producto pasteurizado (80
0C / 5 min), que en el presurizado (600 MPa / temperatura ambiente /
5min) (Dalmadi et al., 2007). En cualquier caso, el seguimiento de los
cambios en el flavor en productos de frutas a través del perfil de volatiles
tiene grandes dificultades debido a la complejidad en la composicion del
sabor, en particular, en smoothies, donde diferentes frutas estan
interactuando, siendo idéneos para realizar estudios mediante
olfatometria. Por el contrario, el uso de QDA seria un primer paso para
estudios adicionales realizados con los consumidores. El presente estudio
ha confirmado que estos resultados pueden extrapolarse a los smoothies
a base de frutos rojos, donde la ausencia de malos sabores seria una

ventaja notable con respecto al tratamiento térmico.

Nuestros resultados muestran que el deterioro del sabor seria mas
pronunciado en los smoothies HPP, que en los TP, debido a dos razones:
(i) los HPP tienen un olor mas natural y flavor a fruta fresca y, por lo
tanto, se puede apreciar mas el deterioro durante el almacenamiento; (ii)
las reacciones de oxidacién catalizadas por enzimas oxidasas pueden
haber contribuido a degradar compuestos del sabor, en los smoothies de

frutos rojos.

El deterioro de la apariencia también puede limitar la vida atil del
smoothie. El analisis QDA confirmd las diferencias observadas de color
CIELab entre los tratamientos. El color del smoothie no fue afectado
directamente por HPP, mientras que TP resultdé en un ligero
oscurecimiento de los smoothies durante todo el periodo de

almacenamiento. Keenan et al. (2012a) encontraron una pérdida de color
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mas alta, durante el almacenamiento en los smoothies HPP, que en los
TP, caracterizada por un color rosa-naranja. Coincidiendo con las
mediciones 6pticas, se aprecid una mayor clarificacién en los smoothies
HPP durante el almacenamiento y, como consecuencia de esto, la
turbidez fue inferior en el HPP que en los TP, a partir de 21 dias. La
clarificacién también dio lugar a algunos cambios en los atributos de
textura. Los smoothies HPP presentan una viscosidad menor que los TP
en los dias 14 y 21, pero no en el dia 28, mientras que la arenosidad fue
similar, en ambos tipos de smoothies, en el tiempo. Keenan et al.
(2012a) no encontraron diferencias claras entre smoothies HPP y TP en la
viscosidad, el tamafio del grano y en la separacién, aunque la viscosidad
disminuyé ligeramente al principio de la vida util. La textura confirmé que
la viscosidad disminuyd en los HPP conforme la clarificacién incrementé.
Las puntuaciones de viscosidad fueron coherentes con los valores
absolutos medidos en los smoothies, a pesar de la dificultad que supone

la evaluacién sensorial de los cambios de textura en una matriz liquida.

De acuerdo con el panel entrenado, la calidad global de HPP fue
superior o, al menos igual, que los presentados por los TP almacenados
hasta 28 dias. Los smoothies a base de frutos rojos pueden ser
considerados como un producto bastante estable, desde el punto de vista
sensorial. Dichos smoothies de frutos rojos tuvieron una alta capacidad
antioxidante, que puede contribuir a reducir los efectos de las reacciones
de oxidacién en el color y el sabor. En otros estudios, las pérdidas de
calidad sensorial global empezaron a ser apreciadas a los 30 dias de

almacenamiento en refrigeracién en los smoothies HPP (450 MPa / 20°C /
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5 min) (Keenan et al., 2011) o a los 89 dias de almacenamiento en
refrigeracion el zumo de naranja tratado con HPP (600 MPa / 40°C / 4
min) (Polydera et al., 2005b). Sin embargo, los dos tratamientos
anteriores implicaron riesgos sensoriales claros, para los productos a
base de frutas, por las altas presiones y temperaturas utilizadas. En
nuestro estudio, la pérdida de calidad sensorial global comenzé a ser
relevante a los 21 dias de almacenamiento en refrigeracién y, por lo
tanto, los smoothies a base de frutos rojos podrian ser ofrecidos a los

consumidores como “recién hechos”, durante, al menos, 14 dias.
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Tabla 29. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre las caracteristicas sensoriales de los smoothies de frutos

rojos almacenados 28 dias a 4 °C.

Vida util Olor Flavor
Intensidad Fresco Platano Fresa Cocido Intensidad Fresco Cocido Platano Fresa Acido
Control 0 6.7+0.4 6.6+0.5% 5.0£0.5 X 3.7£0.6 0.1+0.1"Y 7.2+0.3 4.6+£0.6 0.0+£0.0Y 4.7+0.5% 3.8+£0.6 4.3+0.5
HPP 0 6.2+40.3 6.5£0.5%* 524+0.4°%* 3.5+0.6 0.0+0.0°Y 7.240.3? 4.5+0.6 0.0+0.0Y 4.4+£0.52% 4.2+0.7 4.4+0.5
TP 0 6.940.4 2.7+0.5"Y 3.0£0.4%Y 3.0£0.5 4.8+0.5% 6.9+0.4 3.9+0.3 4.7+0.5% 2.8+40.4°%Y 3.8+0.4 5.0%0.6
HPP 7 6.1+£0.3 4.840.6 % X 3,9+0.3%®* 4.0+0.5 0.240.2%®Y 6.6+0.3%® 4.1+0.4 0.1+0.1Y 3.6£0.4% 4.2+0.5 4.0+0.5
TP 7 7.140.4 2.1+0.3" 2.6+£0.3 %Y 3.4+0.5 4.840.5% 7.1+£0.3 3.3+0.2 4.1+£0.6* 2.7+0.4° 3.9+0.4 5.240.5
HPP 14 6.0£0.4 4.7+0.5%"* 3.3+0.3°* 4.1+0.5 0.5+0.2%*Y 6.5+0.2% 3.8+0.4 0.1+0.1Y 2.740.2°* 4.0£0.3 3.6%+0.5"Y
TP 14 6.4+£0.4 1.9+0.3" 2.2+0.3%Y 3,1+0.5 5.0+0.3* 6.7+0.3 3.2+0.3 4.2+0.5* 1.7+0.2Y 3.440.2 5.1+0.4~*
HPP 21 6.0£0.4 3.940.4°* 3.1+0.3°* 3.5+0.4 0.9+0.3%Y 6.0+0.2° 3.0+0.4 0.3+0.1Y 2.1+0.2° 3.8£0.3 3.24+0.4"
TP 21 6.3+0.4 1.840.3" 1.840.2°Y 3.3+0.5 4.7+0.5* 6.3+0.3 3.1+0.3 4.1+£0.5* 1.6+0.2% 3.840.4 5.1+0.5%
HPP 28 5.9+0.3 3.2+0.4°* 2.14+0.3° 3.5+0.5 0.74£0.3%Y 594+0.2° 3.0+0.4 0.4+0.2Y 1.840.2° 3.5+0.3 3.2+0.5"
TP 28 6.3+0.4 1.4%+0.3" 1.6+0.3° 3.0£0.6 4.3+0.4 6.5+0.3 3.0£0.3 4.1+£0.5* 1.4+0.2° 4.0+£0.4 4.7+0.5*




Tabla 29 (continuacion). Efecto de los tratamientos de conservacion sobre las caracteristicas sensoriales de

smoothies de frutos rojos almacenados 28 dias a 4 °C.

los

Apariencia Textura Calidad Global

Pardeamiento Turbidez Viscosidad Arenosidad
Control 7.4+0.3% 8.3£0.5 4.3£0.5 2.9£0.5 8.4+0.2%
HPP 7.6+0.2% 8.4+0.4° 4.4+£0.5 3.3+£0.5 8.6+0.2 2%
TP 0 4,8+0.3Y 8.6+0.6 5.0+0.6 3.5+0.5 6.7+£0.3 @Y
HPP 7 7.4+0.2 % 8.1+0.7° 4.0£0.5 3.7x0.4 7.6+0.2 X
TP 7 5.0+0.2 Y 8.3£0.6 5.2+0.5 3.7£0.5 6.5+0.2 Y
HPP 14 7.0+0.1~% 7.3+x0.6° 3.6+0.5 Y 3.3x0.4 7.0+0.3 bex
TP 14 4.8+0.3 Y 7.5£0.4 5.1+£0.4 % 3.8x0.4 5.9+0.2 b
HPP 21 5.9+0.4 % 6.5+0.3 %Y 3.2+0.4 Y 3.2£0.5 6.0+£0.3 «
TP 21 4.4+0.4 7Y 7.6x0.4% 5.1+£0.5 % 3.6x0.4 5.9+0.2 ®°
HPP 28 6.9£0.3 % 5.2+0.3 °Y 3.3%£0.5 3.0£0.4 5.3+0.3 ¢
TP 28 5.2+0.3 Y 7.2+0.5 % 4.7£0.5 3.1+£0.5 5.6+0.1 ¢

HPP (350 / 10 °C/ 5 min); térmico (85 °C / 7 min). Media * Error Standard.

XY efecto del proceso (mismo tiempo de almacenamiento) P<0.05.2°“ efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento)

P<0.05.
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4.4. Ensayo 1IV: Vida comercial de los smoothies de

verdura tratados por alta presion y calor.

Los consumidores exigen, cada vez mas, alimentos minimamente
procesados, con alto valor nutricional (Oey et al., 2008), libres de
aditivos, sabor fresco, microbioldgicamente seguros y con larga vida util.
Los zumos y smoothies han sido asociados a dietas saludables y
naturales. La desventaja principal es la estabilizacion de smoothies
durante su vida util, ya que los homogeneizados son mas susceptibles a
ser oxidados que la fruta o verdura intacta, debido a diferentes
mecanismos de deterioro, que implican microorganismos, enzimas y
reacciones oxidativas. Se ha estudiado el efecto de las altas presiones en
zumos de manzana, naranja o granada (Abid et al., 2014; Polydera et al.,
2005a, 2005b; Varela-Santos et al., 2012), en zumos de varias frutas
(Butz et al., 2003; Carbonell-Capella et al., 2013), y en purés o
smoothies de frutas (Keenan et al., 2012a, 2012b; Marszalek et al.,
2015; Patras et al., 2009). También se han aplicado altas presiones a
trozos de repollo (Alvarez-Jubete et al., 2014), porciones de nabo
(Clariana et al., 2011), porciones de calabaza (Zhou et al., 2014), o
trozos de judias verdes y brocoli (McInerney et al., 2007). En zumos,
purés o smoothies de diferentes verduras, por ejemplo zumo de
zanahoria (Picouet et al., 2015) o puré de calabaza (Contador et al.,
2014), hay poca informacién sobre el efecto de las altas presiones. El
efecto de HPP sobre una verdura o fruta, no puede extrapolarse como
comportamiento al resto de productos derivados de frutas o verduras,

debido a las diferentes matrices que conforman el smoothie.
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Los objetivos del estudio fueron comparar los efectos de un
tratamiento HPP (350 MPa y 10 °C durante 5 min) y un tratamiento
térmico equivalente (85°C durante 7 min) sobre la calidad y la estabilidad
de smoothies elaborados a partir de diferentes verduras (zanahoria,
calabacin, calabaza, puerro, entre otros ingredientes), almacenados en
condiciones de venta al por menor. Se estudid la inactivacion
microbiolégica y enzimatica, retencién de nutrientes y antioxidantes y

calidad sensorial.

4.4.1. Calidad microbioldgica.

En la Tabla 30 se muestran los resultados microbiolégicos para
smoothies HPP y TP tras 28 dias de almacenamiento. Los recuentos
iniciales de HPP y TP fueron diferentes, significativamente, del smoothie
control, que obtuvo niveles de 4.92, 4.10 y 3.58 log ufc g™ para bacterias
aerobias mesdfilas, psicréfilas y mohos y levaduras, respectivamente. Los
resultados, tras el proceso de conservacidon, indicaron que ambos
tratamientos fueron efectivos en la inactivacidn microbiana a dia 0. Los
valores microbiolégicos se mantuvieron dentro de los limites requeridos
por la Comisiéon Europea n® 2073 (2005) durante el almacenamiento. A lo
largo de la vida util se aprecié un ligero aumento en bacterias mesdéfilas a
partir del dia 21 y, a partir del dia 14, en bacterias psicréfilas y mohos y
levaduras, siendo mas evidente en los smoothies HPP. No hubo
diferencias entre los tratamientos durante el almacenamiento, a

excepcién del dia 14, donde los smoothies HPP tuvieron mayor carga de
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microorganismos. Dichos valores disminuyeron posteriormente a niveles
parecidos a los iniciales y, en algunos casos inferiores, incluso, al limite
de deteccién (L.D <0.1 log ufc g'). Aunque en menor medida, este hecho
también ocurrié en el ensayo de smoothies de frutas (Ensayo II), donde

las bacterias psicréfilas aumentaron y después disminuyeron.

La eficacia de HPP estd demostrada en numerosos estudios de
frutas tratados a 300-450 MPa/20 °C/1-15 min, como manzana, naranja,
albaricoque y cereza (Bayindirli et al., 2006), arandano (Barba et al.,
2013), granada (Varela-Santos et al., 2012), puré de fresa (Marszalek et
al., 2015) o puré de manzana (Landl et al., 2010), y en zumos de
verduras (Pilavtepe-Celik, 2013), zanahoria (Kim et al., 2001), calabaza
(Zhou et al., 2014) y pepino (Zhao et al., 2013). La mayoria de los
resultados de HPP sobre la destruccion de microorganismos hacen
referencia a productos acidos, frecuentemente zumos de frutas. El hecho
de que el smoothie de verduras no sea un producto acido, podria
favorecer el desarrollo de bacterias y levaduras, que son los principales
microorganismos responsables del deterioro del zumo (Parish y Higgins,
1989). Estos producen CO,, malos olores y sabores y cambios en el color
y estabilidad del zumo. Aunque la aplicacién de 350 MPa/5 min/20 °C
mantiene la seguridad microbioldgica del producto, para un uso industrial
y una comercializacion que mantenga la calidad del smoothie, seria
conveniente la aplicacion de presiones mayores. Sin embargo, al
aumentar la presién, las caracteristicas sensoriales podrian verse

comprometidas y, por tanto, en este caso, el smoothie HPP no tendria
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ninguna ventaja sensorial frente al TP, aunque nutricionalmente podria

ser superior.

Tabla 30. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre la calidad

microbioldgica de los smoothies de verdura almacenados 28 dias a 4°C.

Vida util B. Mesofilas B. Psicrdfilas Mohos y
Levaduras

Control 0 4.92+0.15 X 4.10+0.15* 3.58+0.23%
HPP 2.32+0.23" 0.37+0.24°Y 0.23+0.15°Y
TP 1.9340.19" 0.15+0.10°Y < L.D.

HPP 7 2.01+0.31 0.66+0.41 2 0.76+0.45°
TP 7 1.85+0.40 0.40+0.16 0.12+0.12°
HPP 14 3.46+0.41* 2.23+0.79 3% 2.41+0.42 3~
TP 14 1.75+0.46" 0.92+0.113Y 0.82+0.172Y
HPP 21 3.62+0.62 1.20+0.07 0.62+0.24"
TP 21 2.47+0.05 0.56+0.33% <L.D.

HPP 28 2.91+0.75 2.62+0.82° 0.59+0.49°
TP 28 1.1940.69 0.78+0.13% <L.D.

HPP: (350 MPa/5 min/10 ©C); TP: (85 °C/7 min).Media + Error Standard
¥ efecto del proceso (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

abcd

Unidades: Log ufc g*; LD < 0.1 log ufc g*.
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4.4.2. Actividad enzimatica residual.

Los resultados de la actividad enzimatica residual para
Polifenoloxidasa (PPQO), Peroxidasa (POD) y Pectin Metil Esterasa (PME),
en el smoothie de verduras se muestran en la Tabla 31. Las altas
presiones provocaron la activacién del enzima PPO a dia 0 y 7, aunque
disminuyé a partir del dia 14, hasta menos del 50 % de actividad en el
dia 28. En cambio, los smoothies TP presentaron menos del 50 % de
actividad PPO en el dia 0 y desaparecio la actividad enzimatica residual al
final del almacenamiento (dia 28). Para el enzima POD se observaron
reducciones de un 20-30 % de la actividad en ambos tratamientos,
llegando a ser dicha actividad inferior en los presurizados, que en los
smoothies TP. Sin embargo, el enzima POD permanecid activo y
constante durante el almacenamiento. El enzima PME, al igual que el
enzima PPO, aumentd su actividad tras el tratamiento de presién vy
disminuyd durante el almacenamiento, aunque en el smoothie HPP tuvo
mayor actividad, que en el smoothie TP, en todos los puntos de control.
En los smoothies pasteurizados se produjo una inactivacion de PME del
60 % tras el tratamiento (dia 0). En cambio, durante el almacenamiento,
no se observaron cambios en la actividad PME residual de los smoothies

TP.

Los tratamientos HPP moderados podrian activar estos enzimas,
debido a varios factores: (1) configuracion reversible del enzima tras la
inactivacién, (2) cambios estructurales del enzima que favorecen la
interaccion enzima-sustrato (Anese et al., 1995), como la liberacién de

un segundo centro activo y, (3) cambios en el sustrato o solvente que
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favorezcan dicha interaccién. En un zumo de zanahoria y en manzana, se
produjo un aumento en la actividad PME tras aplicar presiones entre 500-
600 MPa (Kim et al., 2001) y 200-600 MPa/ 15-40 °C respectivamente
(Barén et al., 2006). En cambio, el tratamiento térmico en un zumo de
zanahoria, consiguidé una disminucion de la actividad enzimatica residual
PME hasta el 28 %, tras aplicar un tratamiento corto de temperatura

(105 °C/ 30 s) (Kim et al., 2001).

También se ha observado un aumento en la actividad de POD, en
un zumo de zanahoria, tras aplicar presiones de 350-500 MPa (Anese et
al., 1995). Sin embargo, en trozos de zanahoria se produjo un 50 % de
inactivacion de POD después de presurizar a 100-200 MPa a 20 ©°C
durante 13 minutos (Van Buggenhout et al., 2006). Para la inactivacion
enzimatica de POD de calabacin se estudié la aplicacion de varios
tratamientos térmicos y se observdé que se necesitaron temperaturas
mayores a 85 °C/3 min para obtener una inactivacidon parcial (Neves et
al., 2012). Estos resultados podrian explicar la leve inactivacion
enzimatica conseguida en nuestro ensayo para POD y, en menor medida,

para PPO y PME, tras la pasteurizacién de los smoothies.

En cambio, el enzima PPO de zanahoria varido desde el 90 % de
actividad, después de aplicar 300 MPa, al 10 % de actividad, tras
presiones de 500 MPa (Kim et al., 2001). Por otro lado, en un estudio de
diferentes tratamientos de presion en calabaza (300, 600, 900 MPa/ 60,
70, 80 ©°C), se consiguié inactivar parcialmente PPO en todos los
tratamientos, excepto 300 MPa/70 ©°C que provocd la activacién del
enzima (Garcia-Parra et al., 2014). Asi mismo, PPO de manzana aumentdé
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un 50 % la actividad tras aplicar 450 MPa/25 °C/15 min (Bayindirly et
al., 2006). En cambio, un tratamiento térmico corto (105 °C/ 30 s) en un
zumo de zanahoria, consiguié disminuir la actividad PPO residual hasta el

2 % (Kim et al., 2001).

La alta actividad enzimatica remanente favorece el deterioro del
smoothie durante el almacenamiento, mediante el desarrollo de
reacciones que promueven la aparicibn de sabores vy olores
desagradables, clarificacidon y cambios en el color propio del smoothie. En
otros ensayos de smoothies (ensayo II y III) y en otros estudios de
zumos de vegetales presurizados (Ludikhuyze et al., 2003; Mclnerney et
al., 2007), se ha observado que el efecto del tratamiento depende, entre
otros factores, de la matriz donde se aplica, en este caso, del tipo de

verdura.
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Tabla 31 Efecto de los tratamientos de conservacion sobre la actividad

enzimatica de los smoothies de verdura almacenados 28 dias a 4°C.

Vida util  PPO (%) POD (%) PME (u PME g™})
Control 0 100.0+6.9% 100.1+1.7% 0.26+0.03%
HPP 0 171.5+36.9% 86.7+4.13Y 0.47+0.10%*
TP 0 41.9411.23Y 88.1+0.8" 0.11+0.02Y
HPP 7 114.5+36.6%° % 76.9 £1.9%°Y 0.32+0.05%° %
TP 7 33.7+16.1%Y 87.142.9% 0.08+0.02"
HPP 14 61.7+£25.4° 80.142.4% 0.28+0.03% X
TP 14 16.7+7.6 Y 85.0+3.4 0.11+0.01Y
HPP 21 48.2+18.9°* 80.243.1% 0.26+0.03%° X
TP 21 0.0£0.0 ®Y 88.1+3.6 0.10+0.01Y
HPP 28 46.6+18.4°> 74.0+£1.6°Y 0.19+0.02°*
TP 28 0.0+£0.0 ®Y 88.5+4.7% 0.08+0.03"

HPP (350 / 10 °C /5 min); TP (85 °C / 7 min). Media % Error Standard.

Medidas con diferentes superindices son diferentes para P<0.05.

abc

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.

*¥ efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

4.4.3. Caracteristicas fisico-quimicas.

Los resultados obtenidos para valores de acidez y parametros de

color se muestran en la Tabla 32. La acidez aumento ligeramente en los

smoothies presurizados. Es por esto que, ademas tuvieron un pH mas

bajo, que los smoothies TP, los cuales no observaron cambios. Estos

resultados se han obtenido en otros ensayos de vida util de frutas

(ensayo II y III) y en otros estudios como, por ejemplo, zumo de
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granada (Varela-Santos et al., 2012). Es posible que el desarrollo de
algunas bacterias y/o reacciones quimicas, durante la vida (util,

provoquen la acidificacion del producto.

Respecto al color, el parametro L* se vio afectado por el
tratamiento a presién, siendo ligeramente superior al smoothie control y
TP, aunque durante el almacenamiento dicho valor no varié. No se
observaron diferencias durante la vida util en las coordenadas a* y b*
para los presurizados. Sin embargo, en los TP, se produjo una
disminucion del valor b* conforme aumenté el tiempo de almacenamiento
Yy, en consecuencia, cambios en los parametros Hue y Chroma tras la
pasteurizaciéon. Hue y Chroma disminuyeron durante el almacenamiento
en los smoothies TP, debido a la aparicidon de una tonalidad diferente en
el color y una disminucién de la saturacion del color, lo que supuso un
oscurecimiento del tono. En general, los smoothies pasteurizados
presentaron un color diferente y mas oscuro con respecto a HPP y
control. Por otro lado, HPP retuvo mejor el color, los cambios fueron

menos evidentes, y asi lo confirmo el indice de pardeamiento.

En un estudio realizado en calabaza (Zhou et al., 2014), los
parametros a* y b* disminuyeron en ambos tratamientos, HPP (450
MPa/20 ©°C/15 min) y TP (85 ©°C/5 min), aunque los presurizados
obtuvieron mayor L* que los pasteurizados. El zumo de pepino
presurizado a 400 MPa/4 min (Zhao et al., 2013), el puré de tomate a
400 MPa/25 °C/15 min (Sanchez-Moreno et al., 2006) y una bebida de
vegetales tras 400 MPa/2-9 min (Barba et al., 2010) también obtuvieron

mayor L*, coincidiendo estos resultados con los smoothies de verduras.
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Los cambios estructurales que tienen lugar en el smoothie, provocados,
en parte, por cambios microbiolégicos o enzimaticos, pueden resultar en
pérdida de la estabilidad de la nube turbia y, al clarificar, dar lugar a
zumos con mayor L*, mas luminosos, como en los smoothies de verduras

presurizados.

Por otra parte, los pasteurizados mostraron una disminucion del
parametro b*. Es por esto que Hue y Croma disminuyeron durante el
almacenamiento. Esta pérdida de color, por parte de los pasteurizados,
pudo ser debida al efecto de la temperatura sobre la degradacién de
pigmentos como carotenoides o clorofilas, al pardeamiento enzimatico o
no enzimatico y al desarrollo de microorganismos que deterioran el
smoothie (Oey et al., 2008; Sadilova et al., 2009; Zhou et al., 2013). En
cambio, en un smoothie de frutas (Keenan et al., 2012b), en porciones
de nabo (Clariana et al., 2011) y en trozos de repollo (Alvarez-Jubete et
al., 2014), TP tuvo menos diferencias de color comparado con el control

que los presurizados a 400-450 MPa/20 °C/5 min.

Se ha observado, en general, que presiones moderadas a baja
temperatura no afectan a los pigmentos responsables del color, y que
HPP retiene mejor el color, como por ejemplo, en puré de calabaza tras
400-600 MPa (Contador et al., 2014), en trozos de pepino a 400 MPa/4
min (Zhao et al., 2013) o puré de zanahoria a 600 Mpa/20 °C/15 min

(Patras et al., 2009).

Los resultados para los parametros fisico-quimicos relacionados

con la estabilidad de la nube turbia se muestran en la Tabla 33. Para
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densidad y sélidos solubles no se encontraron diferencias, sélo pequefias
variaciones en la densidad durante el almacenamiento, lo cual pudo ser
debido a minimas diferencias en la medida o entre los lotes. En los
sélidos insolubles se apreciaron cambios en el contenido durante la vida
atil. Se obtuvo mayor contenido en sdlidos insolubles en los smoothies

presurizados y éstos aumentaron durante el almacenamiento.

Los parametros de transmitancia y turbidez fueron parecidos al
smoothie control en el dia 0, aunque durante el almacenamiento se
produjeron cambios en la estabilidad de los smoothies. Los valores de
transmitancia aumentaron vy la turbidez disminuyéd para ambos
tratamientos, indicando la clarificacién de los smoothies. Sin embargo,
los smoothies HPP mostraron una clarificacion mas temprana, que los TP,
ya que la pérdida de la estabilidad de la nube turbia, en los smoothies
HPP, fue evidente transcurridos siete dias. En cambio, los smoothies TP
necesitaron veintiin dias para apreciar los cambios en la pérdida de
turbidez. Para los mismos resultados de transmitancia, en los HPP y TP,
los smoothies presentaron distintos valores de turbidez, tal vez debido a
las diferencias en la estabilidad entre los dos lotes de smoothies
analizados. Esto parece indicar diferencias en la elaboracion del
smoothie, probablemente al anadir la pectina, lo que significa mayores
desviaciones entre los lotes y una mayor dificultad para apreciar una
tendencia en el comportamiento. La alta desviacion hace que, a pesar de
las aparentes diferencias, éstas no sean significativas entre los

tratamientos durante el almacenamiento.
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La viscosidad fue mayor y se mantuvo estable en los smoothies TP,
mientras que los presurizados pierden viscosidad a partir del dia catorce.
Las diferencias en la viscosidad no se asociaron con cambios en el
contenido de sodlidos solubles totales, como también indicaron otros
estudios en naranja (600 MPa/20 °C/1 min) (Bull et al., 2004), zumo de
manzana (350 MPa/0 °C/10 min) (Abid et al., 2014) y en arandano (400
MPa/20 °C/5 min) (Barba et al., 2013). La pérdida de viscosidad en los
zumos turbios se puede atribuir, tanto a la degradacién de la pectina por
accion de la PME, como a mecanismos no enzimaticos (Sila et al., 2009).
Como se ha ido observando, PME hidroliza ésteres metilicos de &cido
galacturénico, generando pectina de bajo metoxilo que puede reaccionar
con los iones Ca*? presentes en el medio, para formar pectato de calcio y
otros compuestos insolubles en agua, que precipitan y supone la pérdida
gradual de turbidez en los zumos (Wicker et al., 2003). Podria ser
también degradada cierta cantidad de pulpa por otros enzimas presentes
en los smoothies, tales como poligalacturonasa, capaz de hidrolizar
pectina de bajo metoxilo, que, al igual que PME, no habria sido inactivado
mediante el tratamiento HPP (Eisenmenger et al., 2009; Van Buggenhout
et al., 2009). La medida de viscosidad indicé una mayor degradacion vy
tendencia a la clarificacién en los smootheis HPP. Ademas, la sacarosa,
con un peso molecular mas alto que glucosa o fructosa, aporta mayor
viscosidad que otros azucares en la misma concentracién (Chirife y
Buera, 1997), lo que justificaria nuestros resultados para TP. Por otro
lado, en una bebida de varios vegetales (tomate, pimiento verde, perejil,
cebolla, zanahoria, limén y aceite), no se encontraron cambios en la

viscosidad tras ser tratado a diferentes presiones y tiempos (100, 200,
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300, 400 MPa/ 2-9 min) comparado con un tratamiento térmico (90-98

0C/ 15-21 s) (Barba et al., 2010).

El hecho que el enzima PME no se encuentre inactivado y que un
20 % de la composicion del smoothie sea pectina al 1 %, favorece la
clarificacion del mismo. Ademas, el smoothie esta elaborado con verduras
ricas en pectina, como la manzana o la zanahoria, que contiene un 1 %
de pectina (Massiot et al., 1987). Con el fin de mejorar la estabilidad de
los zumos turbios durante periodos prolongados, Liang et al. (2004)
estudiaron la adicidon de agentes espesantes, goma guar, goma xantana y
carboximetilcelulosa, los cuales se emplean habitualmente en la industria
alimentaria. Todos proporcionan viscosidad y estabilidad en una solucién
acuosa. La pectina afadida al smoothie de verduras para proporcionar
turbidez al mismo, podria ser sustituida por algun otro agente espesante
gue proporcione estabilidad, a pesar de que los enzimas pécticos no

estén inactivados.
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Tabla 32. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre caracteristicas fisico-quimicas y parametros de color de los

smoothies de verdura almacenados 28 dias a 4°C.

Vida util pH Acidez Total L* Hue Chroma indice de
(g ac.Citrico 100ml™t) pardeamiento
(CIELab) (CIELab) (CIELab) (Abs.420nm)
Control 0 5.0£0.0% 0.12+0.01 33.9+0.1Y 75.9+0.1% 17.6+0.5 0.08+0.0
HPP 0 4.9+0.0Y 0.12+0.01%° 34.5+0.1% 75.3+0.4% 17.30.6 0.07+0.0%®
TP 0 5.0£0.0% 0.11+0.00 33.7+0.2Y 73.2+0.3%Y 15.9+1.0° 0.08+0.0°
HPP 7 4.9+0.0Y 0.12+0.00° 34.0£0.3 74.8+0.2% 17.940.3% 0.07+0.0%®
TP 7 5.0+0.0% 0.11+0.00 33.9+0.1 71.2+0.4%°Y 15.5+0.5%Y 0.08+0.0°°
HPP 14 4.940.0 0.13+0.0120% 34.2+0.3 72.842.5 16.5+1.4 0.07+0.0°Y
TP 14 5.0+0.0 0.12+0.00" 33.8+0.3 69.8+0.6 13.9+0.5 0.09+0.0%>¢*
HPP 21 4.9+0.0 0.13+0.00% X 33.9+0.7 75.4+1.3% 16.8+1.1% 0.08+0.0%"
TP 21 4.9+0.0 0.11+0.00" 33.8+0.1 68.5+1.3°Y 13.3+0.4°Y 0.10+0.0% %
HPP 28 4.9+0.0Y 0.13+0.00° 34.5+0.1% 74.0£0.7% 16.940.5% 0.08+0.0%®
TP 28 5.0£0.0% 0.12+0.00 34.0+0.1Y 66.1+£0.4°Y 12.440.2°Y 0.10+0.02

HPP (350 / 10 °C /5 min); TP (85 °C / 7 min). Media + Error Standard. Medidas con diferentes superindices son diferentes para
P<0.05.

abc

almacenamiento) para P<0.05.

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05. * efecto del tratamiento (mismo tiempo de



Tabla 33. Efecto de los tratamientos de conservacidn sobre caracteristicas relacionadas con la clarificacion de los

smoothies de verdura almacenados 28 dias a 4°C.

Vida uitl Densidad Solidos solubles Solidos insolubles Transmitancia Turbididez Viscosidad Absoluta
(g ml') (°Brix) (g 100g™Y) (%) (NTU) (cP)
Control 0 1.03+0.00 6.8+0.0 9.6+1.1 0.3+0.0% 2843+148% 1.61+0.21
HPP 0 1.03£0.00 6.9£0.0 9.7+1.3¢ 0.5+0.1 °X 2541+308 @Y 1.55+0.19°%
TP 1.02+0.00° 6.8%+0.0 9.9+1.9 0.3+0.0°Y 2985+120%% 1.63+0.21°
HPP 1.02+0.00Y 6.9+0.1 16.7+2.0° 47.8+21.3° 1546+687° 1.64+0.24°
TP 1.03+0.00%* 6.8£0.1 14.5+4.7 4.4+42.1° 1084+225° 1.64+0.21°
HPP 14 1.02+0.00 6.9£0.0 23.7+£0.72% 48.6+21.6 @~ 1548+689° 1.11+0.05 °Y
TP 14 1.03+0.00%° 6.9£0.0 13.9+4.0Y 5.7+2.7°Y 915.0+150° 1.53+0.23 °X
HPP 21 1.03+0.00* 6.8+£0.0 17.742.4% 48.3+21.5° 1450+ 645° 1.10+0.03 °Y
TP 21  1.03+0.00%®Y  6.8+0.0 9.87+2.5 16.2+5.7% 653+114° 1.51+0.20 °*
HPP 28 1.03+0.00Y 6.8+£0.0 24.4+1.1°% 47.8+£21.3 @~ 1576+701° 1.104+0.03 ®Y
TP 28 1.03+0.00%* 6.9£0.0 13.5+4.0Y 47.0+20.7%Y 299+133¢ 1.5740.22 X

HPP (350 / 10 °C /5 min); TP (85 °C / 7 min). Media + Error Standard. Medidas con diferentes superindices son diferentes para

P<0.05.

abc

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.

*¥ efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.
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4.4.4. Contenido nutricional.

El contenido en vitamina C total fue pequeno, 4.27, 3.07 y 2.34
mg 100ml™* en el control, HPP y TP, respectivamente. Estos resultados
son normales, puesto que el smoothie estd elaborado con verduras que
aportan poco contenido en vitamina C. Por ejemplo, el calabacin tiene 20
mg 100g™, la calabaza 12 mg 100g' o la zanahoria 7 mg 100g™* de
Vitamina C (BEDCA). En el contenido total de Vitamina C, no hubo
diferencias entre los tratamientos, con respecto al control, en el dia 0. En
cambio, durante el almacenamiento, se produjo una mayor degradacién
de la vitamina en el smoothie pasteurizado, llegando a ser inferior al
limite de deteccidn, a partir del dia 21. El hecho de que las verduras
utilizadas en la elaboracién de este smoothie no contengan una cantidad
alta de esta vitamina y que el proceso y almacenamiento favorezcan su
degradacion, hace que el contenido sea pequefio y que, como ha
sucedido en otros ensayos (Ensayo II y III) y estudios (Landl et al.,
2010), el acido ascérbico (<0.5mg 100ml™) se encuentre en su forma
oxidada, es decir, como acido dehidroascérbico. Ademas, la vitamina C es
un antioxidante bastante 1abil, por lo que parece ser el mas afectado y
propenso a la degradacion durante el procesado y almacenamiento. Por
esto podria ser un indicador de la calidad de todos los antioxidantes

presentes en el producto (Esteve y Frigola, 2007; Kalt, 2005).

Se ha observado que HPP retiene mejor el contenido en vitamina
C, que el tratamiento térmico. Ejemplos de esto lo encontrams en zumo
de naranja tratado a 300 MPa/ 20 °C y 500 MPa/35 °C/5 min (Velazquez-
Estrada et al., 2012; Polydera et al., 2003, 2005b), en puré de fresa a
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300 MPa/1, 5, 15 min y 400 MPa/20 °C/15 min (Marszalek et al., 2015;
Patras et al., 2009) y en calabaza tratada a 450 MPa/ 20 °C/ 15 min
(Zhou et al., 2014). Nuestros resultados fueron coherentes con estos
estudios. El tratamiento mediante HPP supone una extensién de la vida
atil, con respecto al pasteurizado, en derivados de frutas y verduras con

moderado contenido en vitamina C.

El contenido en fenoles y flavonoides fue alrededor de 10 mg GAE
100mlIt y 1-1.5 mg QE 100" respectivamente, para ambos tratamientos
durante todo el almacenamiento. El contenido total en compuestos
fendlicos y flavonoides fue bajo comparado con otros smoothies de frutas
o frutos rojos, con mayor capacidad antioxidante. Durante el
almacenamiento no se produjeron cambios, posiblemente debido a la
accion protectora de la vitamina C frente a la oxidacion de los fenoles.
Algunos estudios indicaron una mayor retencién del contenido fendlico en
los presurizados, que en los pasteurizados. Por ejemplo, en calabaza
tratada a 400 MPa/20 °C/15 min (Contador et al., 2014, Zhou et al.,
2014), en smoothies de frutas tras 450 MPa/20 °C/1, 3, 5 min (Keenan
et al., 2010, 2012b) o en zumo de zanahoria, aumento el contenido tras
HPP (350 MPa/20 °C/10 min) y disminuydé considerablemente tras el
tratamiento térmico (100 °C/ 4 min) (Jabbar et al., 2014). Sin embargo,
el contenido en fenoles disminuyd en mayor medida en nabo tratado a
400 MPa/20 °C/5 min que en el escaldado (90 °C/ 3 min) (Clariana et al.,
2011). Los flavonoides se mantuvieron iguales en el pasteurizado, que en
el presurizado en zumo de manzana (300 MPa/4 °C) (Suarez-Jacobo et

al., 2011). Las pérdidas fendlicas debido al tratamiento térmico podrian
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ser causadas por la degradacidon quimica de fenoles, siendo las pérdidas
dependientes del tipo de vegetal e intensidad del tratamiento (Roy et al.,

2007).

La capacidad antioxidante también fue baja, ya que la respuesta en
el método FRAP fue entre 40 - 30 ymol Fe?* 100ml !, mientras que los
resultados para DPPH estuvieron por debajo del limite de deteccién. Estos
resultados fueron coherentes con el bajo contenido en antioxidantes. A
pesar de que numerosos estudios indican una mayor capacidad
antioxidante en los derivados de frutas y verduras presurizados, los
resultados obtenidos para FRAP en el smoothie de verduras fueron
mayores (p<0.05) para los smoothies TP. Esto puede ser debido a la
mayor inactivacién enzimatica que tiene lugar en los pasteurizados,
frente a los presurizados. Para ambos tratamientos, la capacidad y status
antioxidante fue bajo, a pesar de que ingredientes del smoothie de
verduras, como la calabaza, tienen una actividad antioxidante de
381.39+4.71 y 3102+ 17 equivalente de Trolox umol 100g* para el FRAP
y DPPH, respectivamente (Zhou et al., 2014). En cambio, los valores de
FRAP para otros ingredientes del smoothie fueron 27 + 4 pmol Fe®* 100g
! para zanahoria y 121 * 29 pmol Fe®* 100g™ para manzana (Araya et
al., 2006). No son valores muy elevados y la proporcién que aportan al
smoothie es pequena, un 20 % zanahoria, 20 % manzana, y un 15 %
calabaza. Por otro lado, ademas del tratamiento de conservacién y
almacenamiento, hay pretratamientos que influyen en el contenido de
antioxidantes. En este caso, el smoothie de verduras fue elaborado con

puerro y zanahoria previamente escaldados. En zanahoria cocida se
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produjo una disminucién del 45 % en el contenido de FRAP (15 + 4 Fe**

100g!) (Araya et al., 2006), respecto al producto en crudo.

El contenido total de azucar (Figura 17) fue acorde con el
resultado en soélidos solubles. Los niveles de sacarosa fueron mayores en
el smoothie TP y se mantuvieron estables durante el almacenamiento. En
cambio, la sacarosa en los presurizados se hidrolizdé a glucosa y fructosa,
llegando a estar por debajo del limite de deteccién, a partir del dia 7.
Este mismo hecho se ha observado en otros ensayos de smoothies de
frutas (ensayo I, II y III) y en estudios de zumos de frutas (Butz et al.,
2003), donde la enzima B-fructofuranosidasa no se encontrd inactivada
en los productos de frutas, de manera que hidrolizé la sacarosa, llegando
ésta a desaparecer. En cambio, en los smoothies TP, la hidrolasa se
inactivd por el tratamiento térmico y por eso mantuvo los niveles de

Sacarosa.
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Tabla 34. Efecto de los tratamientos de conservacion en el contenido de

vitamina C y otros antioxidantes de

almacenados 28 dias a 4°C.

los smoothies de verdura

Vida util Vitamina C Fenoles Flavonoides FRAP
(mg 100mI™) (mg GAE 100mIl™t) (mg QE 100ml™t) (umol Fe2+ 100ml™?)
Control O 4.3+1.2 12.1+1.3 1.2+1.2 35.8+3.6
HPP 0 3.1+1.2° 10.9£1.2 1.3+0.2 31.7+3.2Y
TP 0 2.3+0.3° 9.0+1.2 1.6+0.2 43.0+1.6%
HPP 7 1.5+0.4% 12.8+2.6 1.4+0.3 31.4+1.0Y
TP 7 0.5+0.2%Y 11.2+0.9 1.5+0.1 39.6+1.3
HPP 14 1.140.3%% 10.4£0.9 1.4£0.1 31.7+1.4Y
TP 14 0.5+0.2°Y 10.2+1.1 1.5+0.2 39.6+3.1%
HPP 21 0.7+0.2°* 12.0+£2.2 1.3+0.1 29.1+2.4Y
TP 21 0.1+0.1°Y 11.0£1.5 1.7£0.3 36.3+3.2%
HPP 28 0.2+0.0°X 11.4+0.6 1.1+0.1Y 29.5+3.4Y
TP 28 0.0+0.0°Y 10.3+0.7 1.8+0.2% 37.0+3.0%

HPP (350 / 10 °C /5 min); TP (85 °C / 7 min). Media % Error Standard.

abc

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.

*¥ efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.
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Figura 17. Contenido en sacarosa, glucosa y fructosa en smoothies de

verduras HPP (i) y TP (ii) durante 28 dias de almacenamiento a 4°C.

i) Contenido de aziicar en smoothies HPP (g 100mli™*)

W Sacarosa M Glucosa  Fructosa

Dia 28

ii) Contenido de azlcar en smoothies TP (g 100mlI™)

W Sacarosa M Glucosa m Fructosa

Dia 21

Dia 28

HPP (350 / 10 °C /5 min); TP (85 °C / 7 min). Medidas con diferentes

superindices son diferentes para P<0.05.
abc efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.

*¥ efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.
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4.4.5. Atributos sensoriales.

Los resultados para el andlisis sensorial realizado en smoothies de
verduras se muestran en la Tabla 35. La descripcion de los parametros
evaluados se encuentra en la Tabla 10. No se han encontrado grandes
cambios en el olor en ambos tipos de smoothies, HPP y TP. La intensidad
del olor y el olor a calabaza en el dia 0, fue ligeramente superior en el
HPP, que en el TP (P>0.05). El olor caracteristico a cucurbitaceas (Green
melén) fue parecido en los smoothies presurizados (2.3) al smoothie
control (2.4) en el dia 0 y, aunque disminuyd durante la vida util para
ambos tratamientos, fue puntuado superior en el smoothie HPP (0.8),
que en el TP (0.2), al final de la vida atil. De la misma manera, para el
olor a cocinado, el HPP (1.3) mantuvo niveles parecidos al control (0.8) y
al TP (2.1). En cambio, el smoothie TP presenté mayor olor a cocinado

durante los dias 0, 7 y 14 (2.1-2.9).

En el momento de la compra, el consumidor relaciona la apariencia
con aspectos de frescura y, por tanto, la apariencia es considerada uno
de los atributos de calidad mas criticos (Kasim y Kasim, 2014). El color y
apariencia fue puntuado mejor en los HPP. Durante el almacenamiento, el
color naranja fue superior en los HPP, mientras que los TP mostraron un
aumento del pardeamiento, de 3.2 en el dia 0, a 5.5 en el dia 28, aunque
no hubo diferencias significativas con los HPP (P>0.05). Estos resultados
fueron andlogos con los datos de color instrumental, ya que mostraron
mejores retenciones de color en los smoothies HPP. La presencia de
pequefas particulas en el smoothie fue parecida en el HPP y control. Por
el contrario, el contenido de particulas en el smoothie tratado
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térmicamente fue inferior al control y HPP. Esto fue confirmado por el
atributo de textura, donde hubo diferencias significativas en la
arenosidad, ya que fue inferior para TP durante el almacenamiento. La
mayor sensacion de arenosidad en los HPP podria ser debido a una mayor
clarificacién, ya que tienen activos los enzimas pécticos y pueden dar
lugar a productos con una mayor cantidad de particulas que, al estar

degradadas, proporcionen una mayor sensacion de arenosidad.

Un objetivo importante en el procesado de vegetales frescos es
mantener los atributos de sabor y olor del producto entero original
(Wasim et al., 2011). En el flavor no hubo diferencias entre los
tratamientos, ni durante el almacenamiento, excepto en el sabor a
zanahoria y manzana. Las pequefas diferencias entre los tratamientos,
en el sabor a zanahoria, fueron debidas al sabor fresco atribuido a los
HPP. El sabor a manzana se describié como el sabor a cocido del zumo y
fue superior en los TP, como era de esperar, tras los resultados
obtenidos. Respecto a la calidad global, fue puntuada de manera parecida
y no hubo diferencias entre los tratamientos, si bien, se aprecia una

disminucion de la calidad en los HPP durante el almacenamiento.

Es conocido que el sabor fresco en frutas y verduras no se altera
por HPP, ya que la estructura de las moléculas pequenas responsables
del sabor no se ven afectadas por la presion (Oey et al., 2008). En dos
tipos de productos vegetales, calabaza y brécoli, y otro producto de
calabacin, berenjena, espinaca y acelga, HPP no tuvo efectos sobre las
caracteristicas sensoriales tras presurizar a 400 MPa/ 1-5 min (Masegosa
et al., 2014). En el estudio realizado por Houska et al. (2006) no se
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encontraron diferencias sensoriales en un zumo de brécoli y manzana,
almacenado hasta 70 dias, tras presurizar a 500 MPa/10 min y un zumo
que se mantuvo congelado. Sin embargo, HPP puede favorecer el
desarrollo de reacciones quimicas y enzimaticas responsables de la
aparicién de sabores y olores desagradables. El impacto del tratamiento
sobre las caracteristicas sensoriales depende del tipo de vegetal, presion

y tiempo aplicado y temperatura del almacenamiento.
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Tabla 35. Efecto de los tratamientos de conservacion sobre las caracteristicas sensoriales de los smoothies de verdura

almacenados 28 dias a 4°C.

Vida atil  Olor Flavor
Intensidad Calabaza Melén verde Cocido Intensidad Dulce Amargo Zanahoria Puerro Manzana Retrogusto
Control 0 5.8+0.4 3.3£0.5 2.4+£0.3% 0.8+0.3Y 6.1+0.2 3.3x0.3 1.9+0.4 2.3£0.3* 2.4+0.3 0.6*+0.2Y 1.9+0.4
HPP 0 5.6+0.3 3.2+£0.5 2.3£0.3%® > 1,3+0.3 6.1+0.3 3.2+0.3 1.6+0.4 1.9+0.3 2.2+0.3 0.8+0.3Y 1.7+£0.4
TP 0 5.3+£0.3 2.7£0.4 1.3£0.32% Y 2.1£0.2* 6.0+0.2 2.9+0.4 1.6+0.2 1.0+£0.2Y 1.7+0.2 2.0+0.2* 1.6+0.3
HPP 7 5.6+£0.4 3.5+£0.3* 2.6+£0.5% % 1.0£0.3Y 5.9+0.3 3.0+0.4 1.6+0.5 2.2+0.3* 2.840.4 0.6+0.3Y 2.0+0.5
TP 7 5.2+0.4 2.1+£0.4Y 0.7£0.2%Y 2,9+0.4* 6.0£0.3 3.1+0.3 1.2+0.3 0.9+0.2Y 2.2+0.3 1.7+0.3* 1.6x0.4
HPP 14 5.7£0.3 3.5+0.4 1.5£0.23 X 1.1+0.3Y 5.4+0.3 2.7+£0.3 2.0£0.4 1.5%0.2 2.2+0.4 0.6+0.2Y 2.0+0.5
TP 14 5.5£0.3 2.7£0.5 0.6£0.23Y 2.7+0.4* 6.0£0.2 2.9+£0.2 1.4+0.3 1.1£0.3 1.9+0.3 1.4+0.2* 1.6x0.4
HPP 21 5.3+0.3 2.8+0.5 1.0+£0.3° 1.2+0.4 5.5+0.3 2.4+0.4 1.9+0.4 1.4+0.2 2.3+x0.3 0.5%0.2 1.9+0.5
TP 21 5.4%+04 2.1£0.6 0.3£0.1° 2.2+£0.3 5.6+0.2 2.9+0.3 1.3+0.3 0.8%0.3 1.9+0.3 1.0+0.3 1.4+0.3
HPP 28 4.8+0.6 2.7%+0.7 0.8+£0.4° 0.8+0.5 5.3£0.4 2.5£0.6 2.2+0.7 1.6£0.3 2.4£0.5 0.5+0.2 2.4£0.7
TP 28 5.3+0.6 2.0+0.8 0.2+0.1° 2.1£0.3 5.8+0.2 2.8+0.5 1.3£0.5 0.5+0.3 1.6£0.6 0.9+0.4 2.2+0.4




Tabla 35 (continuacion). Efecto de los tratamientos de conservacion sobre las caracteristicas sensoriales de los

smoothies de verdura almacenados 28 dias a 4°C.

Vida util Apariencia Textura Calidad Global
Color Naranja Color Pardo Particulas Viscosidad Arenosidad
Control 0 6.0+0.3 2.6+0.5 2.2+0.6 X 3.2+0.4 1.2+0.4 5.7+0.4
HPP 0 5.2+0.4 4.0+0.6 3.0+£0.8* 2.8+0.4 1.3+0.4 6.0+£0.2 @
TP 0 5.8+0.3° 3.2+0.5°¢ 0.4+0.1" 2.8+0.4 0.4+0.2 5.3+0.3
HPP 7 5.0+£0.4 4.0£0.6 3.9+0.8% 3.3+0.4 2.2+0.6 5.1+0.4%
TP 7 4.8+0.43° 4.2+0.4°¢ 1.0£0.4"Y 2.7+0.4 0.5+0.2" 5.0+£0.3
HPP 14 4.2+0.3 4.4£0.5 3.7+0.8% 2.5+0.3 2.5+0.5*% 5.0+0.3%
TP 14 3.7+0.4 ¢ 5.3+0.4 % 1.0£0.3Y 2.5+0.4 0.7+0.2" 4.9+0.3
HPP 21 4.14+0.2 5.2+0.5 3.7+0.7 2.5+0.3 2.3+0.5*% 4.5+0.3°
TP 21 3.2+0.4° 5.9+0.4° 2.0+0.7 2.4+0.4 0.5+0.3" 4.7+0.4
HPP 28 3.8+0.4 5.1+0.6 3.7+0.8% 3.1+0.6 3.3+£0.8* 4.4+0.5°
TP 28 3.4+0.5°¢ 5.5+0.4 % 0.2+0.2" 2.1+0.5 0.5+0.3" 4.6+0.5

HPP (350 / 10 °C /5 min); TP (85 °C / 7 min). Medidas con diferentes superindices son diferentes para P<0.05.

abc

*¥ efecto del tratamiento (mismo tiempo de almacenamiento) para P<0.05.

efecto del tiempo de almacenamiento (mismo tratamiento) para P<0.05.
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Conclusiones

Primera. Para conseguir un adecuado grado de inhibicidon
microbioldgica durante la vida comercial de los smoothies, no resulta
necesario aplicar tratamientos de presurizacion intensos, que alteran la
calidad sensorial de los mismos. La pasteurizacion fria mediante alta
presién asegura la calidad microbiolégica de los smoothies, inhibiendo
completamente los microorganismos patdégenos y manteniendo la
microflora alterante en niveles irrelevantes. La pasteurizacion térmica es
ligeramente mas eficaz pero, en la practica, no aporta ningun beneficio

adicional, en lo que se refiere al control microbioldgico.

Segunda. Los smoothies pasteurizados en frio mediante alta
presién retienen mejor las propiedades sensoriales de la fruta y verdura
fresca y carecen de sabores andmalos a mermelada o verdura cocida, lo
gue supone una importante diferenciacion frente al producto tratado
térmicamente. Por tanto, a diferencia de la pasteurizacion térmica, el
empleo de tratamientos de presurizacion permite ofrecer al consumidor

smoothies “como frescos”.

Tercera. La principal limitacién de la pasteurizacion fria mediante
alta presion es que no inactiva los enzimas pécticos y oxidasas de la fruta
y verdura, en las condiciones estudiadas. Los smoothies presurizados
presentan una mayor tendencia a la clarificacion y oxidacidon durante el
almacenamiento refrigerado, que puede ir en detrimento de su calidad

sensorial y nutricional.

Cuarta. Los smoothies de frutas, frutos rojos y verduras

responden de manera diferente ante las mismas condiciones de
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presurizacion, debido a la complejidad y diversidad de las matrices
vegetales. Los efectos negativos de los enzimas alterantes dependen, en
general, de parametros tales como la intensidad de color, turbidez,
viscosidad o capacidad antioxidante propios de cada tipo de smoothies.
La incorporacion de frutos rojos a las férmulas comerciales de smoothies

de fruta mejora su estabilidad frente a la oxidacién y clarificacion.

Quinta. La pasteurizacion fria mediante alta presién permite
obtener smoothies con un tiempo de vida comercial, en refrigeracién,
adecuado, similar al obtenido en un producto pasteurizado térmicamente.
La vida comercial de los smoothies estd limitada por su deterioro
sensorial. En general, los smoothies de fruta y frutos rojos tratados por
alta presion parten con una mejor calidad sensorial, aunque se deterioran
mas durante el posterior almacenamiento en refrigeracién, mientras que
los smoothies de verdura presurizados y tratados térmicamente,

presentan pocas diferencias sensoriales.

Sexta. La pasteurizacion mediante altas presiones hidrostaticas es
una tecnologia que puede sustituir al tratamiento térmico para la
conservacion de los smoothies de fruta y verdura frescos, aunque sera
probablemente necesario aplicar estrategias adicionales para conseguir
una mejor estabilizacion enzimatica de los mismos. La utilizacidon de
variedades de frutas y verduras con un alto contenido en antioxidantes,
mas ricas en polisacaridos solubles y/o con una menor actividad

enzimatica, podria proporcionar  smoothies mas estables.
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Resumen

La presente Tesis Doctoral aborda el procesado mediante altas
presiones hidrostaticas (HPP), como método alternativo al tratamiento
térmico (TP), para la pasteurizacién de smoothies de fruta y verdura. El
objetivo fue obtener smoothies con propiedades sensoriales similares a
las de un producto no tratado y con una vida comercial parecida a la de
un producto tratado por el calor. Para ello, se realizaron cuatro ensayos.
En el primer ensayo se compararon tres tratamientos HPP (350 MPa/10
0C/5 min, 450 MPa/10 °C/5 min, 600 MPa/10 °C/2 min) y un tratamiento
TP (85 °C/7 min) en un smoothie de fruta elaborado a base de naranija,
fresa, manzana, platano y zumo de manzana. La calidad de los smoothies
fue evaluada a las 48 horas (a 4 °C) tras el procesado. Se determind la
calidad microbioldgica (Salmonella spp, L. monocytogenes, E. coli y
coliformes, bacterias mesofilas y psicrofilas totales, mohos y levaduras),
actividad enzimatica (pectin metil esterasa, polifenoloxidasa vy
peroxidasa), capacidad antioxidante (DPPH, FRAP), estabilidad fisica
(densidad, pH, acidez, sélidos solubles, viscosidad, turbidez, color
CIELab, trasmitancia e indice de pardeamiento), calidad nutricional
(vitamina C, azucares, flavonoides y fenoles totales) y el flavor (test
discriminatorio). Adicionalmente, se testé la calidad microbiolégica de los
smoothies a los 30 dias de almacenamiento (4 °C e iluminaciéon con luz
fluorescente). Tras la evaluacién de los smoothies, el tratamiento 6ptimo
se estableci6 en 350 MPa/10 ©°C/5 min, ya que permite obtener
smoothies con caracteristicas similares a las del producto no tratado y
microbiolégicamente estables. En el segundo ensayo, se realizd6 un
estudio de vida comercial (21 dias) en el mismo smoothie de fruta. El
tercer ensayo consistid en repetir el experimento anterior (28 dias) en un
smoothie elaborado con fresa, naranja, manzana, banana, mora, uva
tinta y blanca, grosella y zumo de lima. El cuarto y ultimo ensayo
consisti6 en un estudio de vida comercial (28 dias) en un smoothie
elaborado con zanahoria, calabacin, manzana, pectina citrica, calabaza vy
puerro.

La aplicacién de 350 MPa permite conseguir una adecuada
inhibicidn microbioldgica durante la vida comercial de los smoothies. La
pasteurizacién térmica es ligeramente mas eficaz pero, en la practica, no
aporta ningun beneficio adicional en lo que respecta al control
microbiolégico. Por el contrario, los smoothies presurizados retienen
mejor las propiedades sensoriales de la fruta y verdura fresca y carecen
de sabores andmalos a mermelada o verdura cocida, lo que supone un
importante rasgo diferencial frente al producto tratado por calor. La
principal limitacidn de la pasteurizacién mediante alta presién es que no
inactiva los enzimas pécticos y oxidasas de la fruta y verdura. Los
smoothies presurizados presentan una mayor tendencia a clarificar y
sufrir oxidacion, lo que puede ir en detrimento de su calidad sensorial y
nutricional. Los efectos negativos de los enzimas alterantes dependen, en
general, de parametros tales como la intensidad de color, turbidez,
viscosidad o capacidad antioxidante propios de cada matriz vegetal. La
pasteurizacion mediante alta presion permite obtener smoothies con un
tiempo de vida comercial, en refrigeracion, adecuado, similar al obtenido
en un producto pasteurizado térmicamente, aunque los smoothies
presurizados sufren un marcado deterioro sensorial, como corresponde a
un producto fresco. El procesado mediante alta presidon podria sustituir al
tratamiento térmico para conservar los smoothies frescos, aunque sera
necesario desarrollar estrategias adicionales para conseguir una mejor
estabilizacion enzimatica de los mismos.
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Summary

The present thesis addresses the use of High Pressure Processing
(HPP) as an alternative method to the Thermal Treatment (TP) used for
pasteurizing fruit and vegetable smoothies. The objective was to obtain
processed smoothies with sensory properties similar to those showed by
an untreated product and with a shelf life period similar to those reached
in a thermally-treated product. Four experiments were performed. In the
first experiment, three HPP treatments (350 MPa / 10 °C / 5 min, 450
MPa / 10 °C/ 5 min, 600 MPa / 10 °C / 2 min) and one TP treatment (85
°C / 7 min) were compared in a fruit smoothie made with orange,
strawberry, apple, banana and apple juice. Smoothie quality was
assessed at 48 hours (4 °C) after processing. The microbial quality
(Salmonella spp, L. monocytogenes, E. coli and coliform, total
psychrophilic and mesophilic bacteria, moulds and yeasts), enzymatic
activities (pectin methyl esterase, peroxidase and polyphenol oxidase),
antioxidant status (DPPH, FRAP), physical stability (density, pH, acidity,
soluble solids, viscosity, turbidity, CIELab colour, transmittance and
browning index), nutritional value (vitamin C, sugars, flavonoids and total
phenols) and flavour (discriminatory test) were determined. In addition,
the microbial quality was checked in smoothies at 30 days of storage (4
°C and fluorescent lighting). The obtained results indicated that the most
suitable HPP treatment was 350 MPa / 10 °C / 5 min, a level of
pressurizing able to provide microbiologically stable and “like-fresh”
smoothies. The second experiment consisted of a shelf life study (21
days) performed in the same type of fruit smoothie. In the third
experiment, a shelf life study (28 days) was carried out in a red-fruit
based smoothie made with strawberry, orange, apple, banana,
blackberry, black and white grape, gooseberry and lime juice. The fourth
and final experiment consisted of a shelf life study (28 days) performed
in a vegetable smoothie made with carrots, zucchini, apple, citrus pectin,
pumpkin and leek.

The application of 350 MPa achieved a suitable degree of microbial
inhibition during smoothie shelf life. The TP-treatment was slightly more
effective than the HPP-treatment but, in practice, the first did not provide
practical benefits regarding microbial control. On the contrary, the HPP-
smoothies maintained the sensory properties of fresh fruit and vegetables
and were free of cooked-fruit/vegetable flavours, a differential trait with
respect to the thermally-treated product. The use of HPP in smoothies
was mainly limited by its low effectiveness for inactivating the pectic and
oxidase enzymes present in the fruit and vegetables. The HPP-smoothies
had a higher tendency towards clarification and oxidation during chill
storage, which may be in detriment of their sensory and nutritional
quality. These negative effects of the spoiling enzymes depend on some
properties, such as colour intensity, turbidity, viscosity or antioxidant
capacity, provided by the different fruit or vegetable matrices. In any
case, the pasteurization by HPP allowed obtaining smoothies with a shelf
life time period similar to those obtained by thermal pasteurization,
although the shelf life of HPP-smoothies would be particularly limited by
its sensory alteration, as corresponds to a fresh product. HPP could
replace to TP for preserving “like-fresh” smoothies, although additional
strategies should be performed for achieving an enzymatic stabilization of
smoothies.
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Abstract Three high pressure processing (HPP) treatments
(350 and 450 MPa for 5 min and 600 MPa for 3 min) at cold
temperature (10 °C) were assessed as an alternative to thermal
pasteurization (85 °C for 7 min) to obtain multi-fruit smooth-
ies with “fresh-like” properties destined for retailing lines.
The effects of the treatments on various sensory, enzymatic,
physical-chemical and nutritional properties were determined
48 h post-processing, and microbial quality (total viable and
psychrophilic bacteria, coliforms, Escherichia coli,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, moulds and yeasts)
was checked after 30 days of refrigerated storage. Compared
with HPP, the thermal treatment only provided benefits with
respect to the inactivation of oxidase and pectic enzymes but
had clear disadvantages concerning the development of a
cooked-fruit flavour and the loss of vitamin C. The application
of 350 MPa did not alter fruit properties and ensured the mi-
crobiological quality of smoothies, while using higher pres-
sures involved a higher risk of flavour alteration without pro-
viding other benefits. Both HPP treatments retained vitamin
C, total phenols and flavonoids but also resulted in a sucrose
hydrolysis. However, the antioxidant capacity and the values
of lightness, turbidity, transmittance and viscosity indicated
that the pressurized smoothies had a higher tendency for

4 Sancho Bafién
sanchoba@um.es

Department of Food Science and Technology and Human Nutrition,
Faculty of Veterinary Science, University of Murcia, Espinardo,
E-30100 Murcia, Spain

IRTA-Food Technology Program, Finca Camps i Armet, Monells,
E-17121 Girona, Spain

IRTA-Food Safety Program, Finca Camps i Armet, Monells,
E-17121 Girona, Spain

Published online: 24 September 2015

clarification and oxidation than the thermally pasteurized
smoothies. Thus, the resistance of spoiling enzymes to high
pressure is probably the main handicap when pressurizing
fruit smoothies, since these enzymes remained active in the
HPP-treated smoothies and the potential sensory and
nutritional benefits of using HPP could be lost during storage.

Keywords High hydrostatic pressure - Fruit - Smoothie -
Flavour - Colour

Introduction

There is a general consensus that the consumption of fruit and
vegetables is a key factor in a balanced diet. The Office of
Disease Prevention and Health Promotion of the US
Government (2015) recommends the consumption of five dai-
ly portions of fruits and vegetables. In Europe, fruit and veg-
etable intake varies between countries (Lobstein et al. 2004),
but according to the compiled results of the European Food
Safety Authority (EFSA) (2008), the average consumption
(386 g per day) is below the 400 g per day recommended by
the World Health Organization (WHO). Smoothies are an in-
creasingly popular way of consuming fruit homogenates con-
taining pulp and so may contribute to a healthier diet.
Smoothies often consist of a number of ingredients including
fruit (or less commonly vegetables), fruit juice, ice, yogurt and
milk (Walkling-Ribeiro et al. 2010). In recent years, fruit-
based smoothies have gained popularity across the world
and are currently one of the major segments of the soft drinks
market. This is primarily driven by rising health conscious-
ness among the public, convenience and the taste and “natu-
ralness” offered by smoothies. High pressure processing
(HPP) is used by companies, mainly small- and medium-
sized ones, to obtain a high-quality product with a good
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cost/benefit ratio (Sampedro et al. 2010). Industrial installa-
tions typically operate discontinuously and can attain pres-
sures of up to 800 MPa (Barba et al. 2012b). As mentioned
by several authors (Keenan et al. 2010; Landl et al. 2010;
Knockaert et al. 2011; Vervoort et al. 2012), HPP has proven
to be an alternative to heat treatment for processing fruit and
vegetable juices and is accepted by the majority of consumers
(Butz et al. 2003). HPP promotes the destruction of vegetative
microorganisms and enzyme inactivation and causes little
change in the sensory and nutritional properties of the food.
HPP affects the viability of microbial cells (Patterson et al.
2012; Zhao et al. 2014) and the structure of proteins and/or
enzymes (Lopez-Malo et al. 1998; Rastogi et al. 2007), while
hardly affecting the food compounds of low molecular weight,
such as vitamins, pigments, flavouring agents and other com-
pounds that are related to the sensory, nutritional and health
properties of food products (Fernandez-Garcia et al. 2001;
Butz et al. 2003; Nienaber and Shellhammer 2001; Oey
et al. 2008; Barba et al. 2012b). Most HPP studies published
to date have been carried out in individual fruit products,
although some studies on blended fruit mixtures have been
developed in recent years. Different pressurizing conditions
have been tested in order to obtain products with the sensory
and/or nutritional attributes normally associated with “mini-
mally processed” fruit. Keenan et al. (2012a, b) compared two
HPP treatments (450 and 600 MPa at 20 °C for 5 min) and an
equivalent thermal treatment (P7o>10 min) in a similar fruit
smoothie containing sterilized apple juice. The study found
that HPP provided some advantages concerning colour reten-
tion, antioxidant capacity and vitamin C degradation, while its
positive effect on flavour was less clear; however, the higher
oxidation degree observed in the HPP-treated smoothies after
chilled storage led these authors to conclude that enzymatic
degradation systems were not inactivated by the pressurizing
conditions tested. This finding was confirmed by Barba et al.
(2014) in a study on a fruit extract containing orange, mango
and papaya sweetened with Stevia rebaudiana. The applica-
tion of 300-500 MPa for 5-15 min permitted a good retention
of fruit properties such as colour, antioxidant capacity and
phenol content but only resulted partially effective in
inactivating oxidase enzymes. In contrast, HPP would provide
a wide margin of microbial security in the blended fruit prod-
ucts. For example, pressurizing at 200 MPa for 5 min allowed
a 5-log reduction of Lactobacillus plantarum in an orange
juice-milk beverage (Barba et al. 2012a). A preliminary study
(Picouet et al. 2015) confirmed that the application of
600 MPa at 10 °C for 5 min widely ensured the microbial
quality of a carrot juice for 29 days, which suggests that the
use of lower pressures would also be considered effective for
pasteurizing similar products such as smoothies.

Besides HPP, alternative methods to thermal pasteurization
can be used for preserving fruit products. Walkling-Ribeiro
et al. (2010) researched the shelf life and sensory attributes
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of a fruit smoothie-type beverage processed with moderate
heat and pulsed electric fields (PEFs) and concluded that the
improvement in microbiological stability obtained and
generally comparable attributes obtained meant that the
process could be considered a feasible alternative to
treatment with mild pasteurization. Zulueta et al. (2013) also
reported that alternative methods such as HPP and PEF may
give new opportunities to develop an orange juice-milk bev-
erage with an equivalent shelf life to that of thermally treated
beverage in terms of microbial, physical-chemical and nutri-
tional characteristics. However, no industrial preservation pro-
cess involving pulsed electric fields exists. In contrast, food
companies have ever more access to HPP equipment, and the
number of HPP food products on the market is increasing,
particularly blended fruit homogenates that are sold in chilling
cabinets. Thus, the growing consumption of fresh-like fruit
smoothies and juices requires new specific studies that simul-
taneously address the different aspects related with their pres-
ervation, including the inactivation of pathogens and spoiling
microbes, the retention of fresh fruit flavour and colour, the
inactivation of the oxidase and pectic enzymes involved in
darkening, clarification and off-flavours or the preservation
of major nutrients, such as vitamins, antioxidants and sugars.
In addition, comparisons with equivalent conventional ther-
mal processes are needed.

The aim of the present study was to assess the effects of
three high pressure treatments (ranging from 350 to 600 MPa)
on the resulting quality of a multi-fruit smoothie elaborated
with fruits in proportions similar to those used in commercial
smoothies. Based on the results obtained, one of the three HPP
treatments will be chosen for future studies and a further full
shelf life experiment will be carried out to monitor spoilage in
fruit smoothies kept under refrigeration.

Materials and Methods
Experimental Design

The experimental design was based on the research published
by Keenan et al. (2010, 2011, 2012a, b). After preliminary
sensory trials (data not shown), a commercial formulation
for smoothies containing fresh fruits was chosen. Smoothies
from five different treatments (raw, HPP-treated at 350, 450 or
600 MPa and thermally treated at 85 °C) were compared. The
quality of smoothies (flavour, oxidase and pectic activities,
antioxidant status, different physical properties and major nu-
trients) was assessed 48 h post-processing. This time period
represents the time elapsing from processing (pressurizing or
heating) to the beginning of the trading period (including post-
processing storage, transport and pre-retailing storage in the
supermarket). Next, microbial counts were made after 30 days
of chilled storage to determine whether the smoothies
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complied with microbial standards for a suitable time before
retail. Data were analysed by ANOVA using the Statistix 8
package for Windows (Analytical Software, Tallahassee, FL,
USA). The statistical model included the treatments as fixed
effect and the replica as a random effect. Mean differences
between treatments were tested by Tukey test (P<0.05).
Sample size was 45 smoothie units (3 bottles or bags x5 treat-
ments x 3 manufacturing batches). All measurements and anal-
yses were made in triplicate at least.

Sample Preparation

The smoothie formulation was based on commercial smooth-
ies but selected for its sensory properties. Fruits were pur-
chased from a local wholescale agent. The smoothie compo-
sition by weight (g 100 g™') was apple juice (Pyrus malus v.
Golden delicious) (33), orange juice (Citrus sinensis v. Late
Navel) (33), strawberry (Fragaria ananassa v. Péajaro) (14),
whole apple (10) and banana (Musa cavendishii v. Pequefia
enana) (10). Juices were obtained using a juicer (Robot Coupé
C40, Bourgogne, France) and blended in a tank to achieve the
above-mentioned composition. After mixing, the pH and total
soluble solids of the different smoothies were measured in
each manufacturing batch. The average values for pH and
total soluble solids (°Brix) were 3.84+0.0 and 12.2+0.1, re-
spectively. Untreated smoothies and the smoothies intended
for HPP were packaged in 250-ml polyethylene terephthalate
(PET) bottles (Sunbox, Madrid, Spain), while specific HT300
pouches (Seal Air Cryovac, Milano, Italy) were used for the
thermally treated samples. These packaging types are suitable
for high pressure and thermal processing, respectively, and
prevent the possible negative effects of packaging materials
on smoothie flavour. The packed smoothies were kept at 4 °C
in darkness for up to 1 h before processing.

Thermal and High Pressure Processing

HPP consisted of pressurization at an initial temperature of 9—
10 °C, a feasible industrial working temperature to prevent
smoothie overheating during pressurization and limit the en-
ergetic costs derived from water chilling. A 6500/120 indus-
trial apparatus for HPP was used (Hyperbaric, Burgos, Spain),
the main characteristics of which were throughput, 555 kg per
h; vessel capacity, 120 1; vessel diameter inside, 200 mm and
footprint, 37 m> Pressure measurements were made with an
IS-20H pressure transducers (Wika instrument,
Lawrenceville, USA) able to measure pressure from 0 to
689.5 MPa (=100,000 psi). The initial temperature of the wa-
ter located at the entrance of the vessel was measured by a
temperature sensor pt100 (IFM electronic, El Prat de
Llobregat, Spain). Three different pressurizing conditions
were tested. For Pmax=350 MPa, the pressure ramp was
200 MPa min ™", holding time 5 min and total processing time

7 min 18 s. For Pmax=450 MPa, the pressure ramp was
215 MPa min "', holding time 5 min and total processing time
7 min 40 s, while for Pmax=600 MPa, the pressure ramp was
230 MPa min ', holding time 3 min and total processing time
5 min 8 s. With such parameters, the quasi-adiabatic temper-
ature increase was below 3.0 °C at 100 MPa ' (Patazca et al.
2007), indicating that sample temperature was below 25 °C at
600 MPa. For thermal processing, the samples were intro-
duced into an Ilrpaplus autoclave (Ilpra Systems, Mataro,
Spain) and heated to 85 °C for 7 min, including the initial
ramp of 5.7 °C min ', the total heating time being 27 min.
After processing, the samples were kept in a Climacell 707
cabinet (MMM Medcenter Einrichtungen, Miinchen,
Germany) at 4+1 °C under darkness for 48 h.

Sensory Analysis

Sensory analysis was carried out in two steps: first, screening
by differences between samples, and then, a triangle test (ISO
4120 2004) between the two most similar treatments was ap-
plied for discriminating smoothie flavour. Six assessors were
selected and trained according the ISO 8586 2012. Training
focused on the possible off-flavours present in smoothies, in
particular, cooked-fruit “pressurized-like” flavours. In the tri-
angle test, three samples are presented, two of which are
known to be alike and the third different; the probability is
1/3 that the odd sample will be chosen by chance alone. The
normal curve approximation with P=1/3 may be used to ob-
tain approximate probabilities. Samples were coded with three
randomized numbers and presented with equal frequency in
each of the six possible orders: ABB, BAB, BBA, AAB, ABA
and BAA. At all tasting sessions, three triangle tests were
presented. At a P<0.05 level of significance, 18 of the 36
possible correct identifications are required to be regarded as
significant. The sensory evaluation was carried out in a stan-
dardized sensory test room at 22+1 °C.

Enzymatic Activities

Peroxidase enzyme (POD) was first extracted from the
smoothies by mixing 10 ml sample with 10 ml 0.2 M sodium
phosphate buffer, pH 6.5. The mixture was centrifuged for
10 min at 15430xg. The supernatant was mixed with 1.1 ml
0.2 M sodium phosphate buffer pH 6.5, 0.5 ml enzyme ex-
tract, 1 ml o-phenylenediamine (OPDA) solution (10 g I"! in
0.2 M sodium phosphate buffer pH 6.5) as substrate and
0.5 ml hydrogen peroxide solution (15 g I"" in 0.2 M sodium
phosphate buffer pH 6.5) as oxidant in a 1-cm path cuvette.
The formation of the coloured oxidation product (2,3-
diaminophenazine) was measured as the change in absorbance
at 485 nm and 25 °C after 20 min (Vervoort et al. 2011).
Polyphenol oxidase (PPO) enzymatic activity was assessed
according to the procedure of Wang et al. (2014) with slight
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modifications. Samples (3 g) were homogenized in 6 ml1 0.2 M
sodium phosphate buffer, pH 7.0, containing 10 g I"" insolu-
ble polyvinylpyrrolidone (PVP) and 5 g 1™ Triton X-100 and
were then centrifuged at 15,430xg for 10 min. The reaction
material containing 2 ml of 7 mM 4-t-butyl catechol solution,
1 ml of distilled water and 0.2 ml of the extract supernatant
was measured at 420 nm and 25 °C. The reference cuvette
contained only substrate solution and distilled water. PPO ac-
tivity was defined as the change in absorbance under the assay
conditions (A absorbance min~' mol). The final results were
expressed as percentage of POD and PPO relative activities
and were calculated as the ratio between the treated (HPP and
thermal) and the untreated smoothies.

The enzymatic activity of pectin methyl esterase (PME)
was determined according to the method of Li et al. (2015)
with slight modifications. PME activity was assayed by
reacting 5 ml of sample with 50 ml of a 1 % (w/v) citrus pectin
solution containing 0.2 M NaCl. During pectin hydrolysis, the
pH was maintained constant by the addition of 0.01 N NaOH
using a GLP21 pH meter (Crison, Barcelona, Spain). The
results of PME activity (expressed as PME units g ') were
calculated using the following formula (1):

ml NaOH*normal of NaOH

PME units g = 1
s g weight of sample(g)*30 min )

Antioxidant Activity Assay

Free radical scavenging activity was determined using the 2,2-
diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) method (Vega-Galvez
et al. 2014) with some modifications. The sample was diluted
in an 80:20 (v/v) ethanol/water solution to obtain the extract
(0.1 g mI™"). Sample extract was diluted at seven different
concentrations (from 0.005 to 0.1 g ml™") in an 80:20 (v/v)
ethanol/water solution. Then, an aliquot of 2 ml of 0.15 mM
DPPH radical in ethanol was added to a test tube with 1 ml of
the sample extract. The control solution was prepared contain-
ing the same volume without any extract. The absorbance was
measured at 515 nm using a UV2 Series UV/Vis spectropho-
tometer (Unicam, Cambridge, UK) after 20 min in darkness.
The spectrophotometer was equilibrated with an 80 % (v/v)
ethanol/water solution. Total antioxidant activity (Z44) was
expressed as the inhibition percentage of the DPPH radical
and was determined by the following formula (2):

Abs sample
NTAA = [ 1-——— 100 2
% ( Abs wntrol> * @

where TA4 is the total antioxidant activity and Abs is the
absorbance.

A polynomial regression equation between the 774 values
obtained at different concentrations for each sample was used
for quantification. The results (ICso) were expressed as the
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sample concentration required to scavenge half of the DPPH
free radicals.

The reducing power was determined using the ferric ion
reducing antioxidant power (FRAP) assay as described by
Benzie and Strain (1996) with some modifications. To prepare
the FRAP reagent, a mixture of 300 mM acetate buffer (pH
3.6), 10 mM 2,4,6-Tripyridyl-s-triazine (TPTZ) solution in
40 mM HCI and 20 mM ferric chloride (10:1:1; v/v/v) was
freshly prepared. Then, 3 ml reagent, 300 pl water and 100 pl
sample were added. FRAP reagent was added at 37 °C. The
reaction mixture was monitored at 593 nm versus a blank
(reaction mixture without sample). Methanolic Fe?* solutions
in a concentration range of 100-1000 pmol (FeSO,) 1" were
used to obtain the calibration curve. The results were
expressed as umol equivalents Fe?™ 100 ml™!
(+3 pmol 100 ml ™).

Density

Density (expressed as g ml™') was measured in shaken sam-
ples kept at 25 °C using a DMA 35N densimeter (Anton Paar,
Graz, Austria) with an accuracy of £0.001 g ml™" and a mea-
suring range of 0-3 g cm .

Viscosity

Absolute viscosity was measured in the supernatant from the
centrifuged sample kept at 40 °C, using a No. 300 Ostwald
Cannon-Fenske viscometer tube (Sigma-Aldrich, Madrid,
Spain). Absolute viscosity was calculated according to the
following formula (3):

V=CxTxD (3)

where Vis the absolute viscosity (cP), C'is the constant for the
viscometer (0.24438 mm? s '), T'is the holding time (s) and D
is the density (g ml™").

Total Soluble and Insoluble Solids

Total soluble solids (g 100 g ' or °Brix, +£0.01°Brix) were
determined in shaken samples using an ATC-1e hand refrac-
tometer (Atago, Minato-ku, Tokyo, Japan) following the
method of the Association of Official Analytical Chemists
(1990) (AOAC 932.14). Total insoluble solids (g 100 g
were calculated as the relative weight difference (g 100 g ")
between the shaken sample and the resulting supernatant after
centrifugation.

Turbidity and Transmittance

Turbidity (nephelometric unit (NTU)) was measured in the
upper part of the smoothie (bottle or bag kept in vertical
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position) using a 2100N turbidimeter (Hach, Loveland, USA)
with an accuracy of +0.20 NTU. Transmittance (%) was mea-
sured at 660 nm wavelength using pure water as a blank
(100 % transmittance). A UV2 Series UV/Vis spectrophotom-
eter (UNICAM, Cambridge, UK) was used.

Instrumental Colour

Instrumental colour was measured in shaken samples using a
CR-200/08 Chroma Meter II (Minolta Ltd., Milton Keynes,
UK) with D65 illuminant, 2° observer angle and 50 mm ap-
erture size. The results were expressed as CIELAB values:
lightness (L*), redness (a*), yellowness (b*), chroma (C*)
and hue angle (H*) (sexagesimal degrees) values, calculated
as follows: C¥= (@**+b*?); H*=tan" ! (b*/a*).

Browning Index

The browning index (absorbance units) was determined ac-
cording to the method of Ting and Rouseff (1986). A solution
of sample in methanol at 1:1 (v/v) was kept on ice for 15 min,
and then, the solution was centrifuged at 15,430x g for 10 min
in a 5804 Eppendorf centrifuge. The absorbance of the super-
natant was measured at 420 nm in an UV2 Series UV/Vis
spectrophotometer.

Total Acidity and pH

The total titratable acidity (g citric acid 100 g™ ',
+0.01 g 100 g ') was quantified in shaken samples by poten-
tiometric titration with 0.1 N NaOH (AOAC 924.15; 1990).
The pH was measured in shaken samples with a GLP21 pH
meter (Crison, Barcelona, Spain) equipped with a combined
electrode Cat. No. 52-21 (Ingold Electrodes, Wilmington,
USA) (AOAC 981.12; 1990).

Vitamin C

The total vitamin C content (mg 100 mI', 0.5 mg 100 mI™")
was calculated as the sum of ascorbic acid (AA) and
dehydroascorbic acid (DHAA) following the method of Gil
et al. (1998) with slight modifications. Sample was diluted 3:8
(w/v) in methanol water at 5:95 (v/v) with 0.5 g 1" citric acid
and 0.5 g "' ethylendiaminetetracetic acid. The sample solu-
tion was centrifuged for 10 min at 15,430xg and then filtered
through syringe filter Chromafil Xtra of 0.20 um pore size
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Germany). The
filtered sample was injected into HPLC for AA determination.
For DHAA determination, 3 ml of dilution was reacted with
1 ml of an OPDA solution in a 5:95 methanol/water solution
(/v) (332.72 mg OPDA 100 ml ). The mixture was kept at
4 °C in darkness for 40 min before analysis and then filtered
through a 0.20 pwm pore size filter and injected into the HPLC.

The reverse-phase high-performance liquid chromatography
(RP-HPLC) system was made up as follows: L-6200 pump
(Merck-Hitachi, Darmstadt, Germany), 2050 Plus
autosampler (Jasco Inc., Easton, UK), L-7420 UV detector
(Merck-Hitachi) and a Gemini C18 column (300%4.6 mm,
5 pm) connected to a C18 reverse phase guard column
(Phenomenex, Torrance, CA, USA). The mobile phase used
was 5:95 methanol water (v/v) containing 5 mM cetrimide and
50 mM KH,PO, (pH 4.5). The operating conditions were
100 pl injection volume, 260 nm (AA) or 340 nm (DHAA)
nm detector wavelength and 0.9 ml min~' flow rate.

Total Phenols and Flavonoids

Total phenols (mg gallic acid equivalents (GAE), 100 ml ",
+2.5 mg 100 ml™") were determined according to Singleton
and Rossi (1965). The absorbance of a yellow compound
formed from the reaction between a sample of the ethanolic
extract and Folin-Ciocalteu reagent was measured at 765 nm.
Total flavonoids (mg quercetin equivalents (QE), 100 ml ",
+0.5 mg 100 ml™") were determined according to the method
of Chang et al. (2002). The absorbance of a yellow compound
formed by reacting 0.5 ml of a methanolic sample extract with
0.1 ml of 10 % aluminium chloride, 0.1 ml of 1 M potassium
acetate and 2.8 ml of water was measured at 415 nm.

Sugars

Sugars (sucrose, glucose and fructose) were determined by
HPLC using the method described by Hellin et al. (2001). A
water extract sample was filtered through Chromafil Xtra sy-
ringe filters of 0.20 um pore size (Macherey-Nagel GmbH &
Co. KG) and then injected into the HPLC system equipped
with a L-7490 Lachrome refractive index detector (Merck-
Hitachi) and a Carbosep CHO682 lead column
(Transgenomic, Elancourt, France). The mobile phase used
was pure water (MilliQ). The operating conditions were
20 ul injection volume, 0.4 ml min~' flow rate and 80 °C
temperature. Results were expressed as g 100 ml ™!
(20.02 g 100 ml™").

Microbial Analysis

Total viable counts and total psychrophilic bacteria (expressed
as log CFU g ') were determined on a plate count agar
(Scharlab, Barcelona, Spain) after incubation at 30 °C for
72 h (ISO 4833 2013) and 4 °C for 7 days, respectively. The
detection limit was <0.1 log CFU gfl.

E. coli and total coliforms (log CFU g ') were determined
in a chromogenic E. coli/coliform medium (ChromID Coli,
Biomerieux, Madrid, Spain) using pour plating and incubation
at 37 °C for 24 h. The detection limit was <0.1 log CFU g'.
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Moulds and yeasts (log CFU g ') were counted on Yeast
Extract Glucose Chloramphenicol Agar (Merck, Madrid,
Spain) using pour plating and incubation at 25 °C for 5 days.
The detection limit was <0.1 log CFU g .

The presence of Salmonella spp. and Listeria
monocytogenes was investigated in 25 ml of sample, diluted
1/10 in brain-heart infusion (BD Becton, Dickinson and
Company, New Jersey, USA) and enriched for 48 h at
37 °C. The presence of the pathogens was determined as de-
scribed by Stollewerk (2012). Chromogenic Listeria agar and
real-time polymerase chain reaction (HLY gene) was used for
L. monocytogenes. In the case of Salmonella, samples were
incubated in Rappaport Vasiliadis (Oxoid, Basingstoke,
Hampshire, UK) at 41.5 °C for 48 h followed by streaking
in CHROMagar™ Salmonella plus (Scharlab Sentmenat,
Barcelona, Spain) and confirmation by real-time polymerase
chain reaction (ttr gen).

Results and Discussion
Flavour Retention

The results of triangle sensory test are shown in Table 1.
Preliminary screening (qualitative evaluation) showed that
all the thermally treated samples were unequivocally charac-
terized by a cooked-fruit flavour, while those pressurized at
600 MPa also developed an off-flavour commonly associated
with HPP. All the assessors agreed that both the thermally
treated samples and those treated at 600 MPa were clearly
different from the others and were rejected due to flavour
alterations. Then, samples treated at 350 or 450 MPa were
compared with the raw samples using different triangle tests.
The tasters correctly selected the odd sample six or less times
of the 36 possible identifications. At a P<0.05 level of signif-
icance, 18 correct identifications were required, from a total of
36, for differences to be statistically significant between sam-
ples. The conclusion was that the sensory panel did not dis-
criminate between smoothie flavours and that the “fresh-like”

Table 1  Number of correct responses of panellists in triangle test
involving the flavour of fruit smoothies

Treatments Correct responses % Success P

HPP 350 2 6 NS
HPP 450 6 17 NS
HPP 600 36 100 -
Thermal 36 100 ok

Treatments: HPP (350 and 450 MPa at 10 °C for 5 min, 600 MPa at 10 °C
for 3 min), thermal (85 °C for 7 min)

Number of samples analysed per treatment, 36
P probability values; ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05, ™> P>0.05
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fruit flavour was maintained in smoothies pressurized at 350
and 450 MPa.

The main differences in flavour between the smoothies
subjected to HPP and the thermal treatment concern the de-
velopment of a cooked-fruit flavour, as a result of thermal
degradation of flavouring compounds during fruit heating
(Ludikhuyze et al. 2003). Fruit flavour can also be altered by
HPP, depending on the intensity of the applied treatments,
among other factors. Most available data correspond to indi-
vidual fruit products. For example, the application of 200—
600 MPa at ambient temperature did not alter the flavour of
strawberry purée (Lambert et al. 1999), mandarin juice
(Takahashi et al. 1993) or orange-lemon-carrot juice
(Fernandez-Garcia et al. 2001). In contrast, the application
of more intense HPP treatments (500-800 MPa for up to
20 min) modified the flavour of strawberry purée (Lambert
et al. 1999) and orange juice (Fernandez-Garcia et al. 2001).
In other studies, the taste of HPP-treated orange juice was
judged more favourably than traditional heat-pasteurized or-
ange juice (Parish 1998; Polydera et al. 2003). In contrast,
Keenan et al. (2012a) found no clear differences in the flavour
profile or in the levels of some related volatiles, such as lim-
onene or trans-2-hexanal, of thermally (P7¢>10 min) and HPP
(450 MPa and 20 °C for 5 min or 600 MPa and 20 °C for
10 min) treated smoothies, containing apple, orange, banana
and strawberry. In the above study, the use of HPP led to a
partial loss of fresh fruit flavour in smoothies rested during
24 h at4 °C. The lack of correspondence with our results may
be explained by the different ingredients, including thermally
treated apple juice, higher temperature and/or the sensory test
used by Keenan et al. (2012a). However, our results con-
firmed that HPP may affect smoothie flavour, although the
application of a pressure equal to or below 450 MPa at
10 °C would prevent the development of off-flavours.

Inactivation of Oxidase and Pectic Enzymes

The inactivation of the oxidase and pectic enzymes responsi-
ble for oxidation and cloud clarification is another goal in fruit
processing. In this respect, there were noticeable differences in
the smoothies submitted to the respective treatments. As
shown in Table 2, HPP-treated smoothies maintained quite
similar PPO, POD and PME enzymatic activities to those
presented by raw smoothies, while heating at 85 °C for
7 min was highly effective at inactivating all three enzymes.
When the HPP-treated smoothies were compared amongst
themselves, no significant differences in the relative activities
of POD and PPO were observed, while the application of
600 MPa reduced PME activity by about half, meaning that
this enzyme cannot be inactivated without damaging flavour
in the HPP-treated smoothies.

The pressure resistance of PME has been reported by
others. For example, Bayindirli et al. (2006) needed to apply
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Table2  Effect of high pressure processing (HPP) versus thermal processing on the enzymatic activities and antioxidant status of fruit smoothies stored

at4°C for48 h

Raw HPP350 HPP450 HPP600 Thermal P
M=SD M=SD M=SD M=SD M=SD
Enzymatic activity
Peroxidase (POD) (%) 100.0+1.2° 100.3+2.3" 102.245.2° 101.4+4.2° 79+3.5 b
Polyphenol oxidase (PPO) (%) 100.145.4° 100.3+8.7* 90.6+7.4 91.3+11.2° 11.0£12.1° b
Pectin methyl esterase (PME) (u g ') 2.67+0.68" 2.98+0.70" 2.49+0.69" 1.58+0.62° 0.29+0.08° Hoak
Antioxidant status
FRAP (umol Fe™ eq.100 ml™") 303.4+49.7% 259.4+39.0° 263.8+36.8° 264.7+43.0° 349.1+31.1° ok
DPPH (ICs0) 48.9+10.7" 59.1+8.7 56.0+9.8° 492+7.9° 29.8+3.5° ik

Treatments: HPP (350 and 450 MPa at 10 °C for 5 min, 600 MPa at 10 °C for 3 min), thermal (85 °C for 7 min). Means with different superscripts are

different at P<0.05 (Tukey test)
M=SD mean+standard deviation of triplicate analyses
P probability values; ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05

450 MPa and 50 °C for 30 min in order to inactivate PME in
orange juice, although the sensory quality was not assessed.
PME was also partially inactivated in orange juice treated at
400 MPa and 50 °C for 12 min (Nienaber and Shellhammer
2001) and in banana treated at 600 MPa and 10 °C for 2 min
(Ly Nguyen et al. 2002), while a slight activation of PME was
found by Cano et al. (1997) in orange juice treated at 200 and
400 MPa at 20 °C for 15 min. PME activity in fruit juices is
mainly related with cloud stability. PME enzymes hydrolyse
methyl esters of galacturonic acid, generating free carboxyl
groups and free methanol. The result is the formation of
low-methoxyl pectin and even polygalacturonic acid, which
can react with Ca™ ions present in the medium to form calci-
um pectate and other water-insoluble compounds, whose de-
position leads to a gradual loss of turbidity in fruit juices
(Wicker et al. 2003). This can negatively affect the appearance
and so, fruit smoothies may require to be shaken before
consumption.

PPO and POD enzymes were seen to be even more
pressure-resistant than PME enzyme in smoothies. There is
no consensus on the potential of HPP for inactivating oxidase
enzymes in fruit products. Partial PPO inactivation has been
reported in a similar multi-fruit smoothie pressurized at 450—
600 MPa (Keenan et al. 2012b) and in a fruit extract pressur-
ized at 300-500 MPa for 5-15 min (Barba et al. 2014).
Gonzalez-Cebrino et al. (2012) reported that HPP was insuf-
ficient to inactivate the PPO in plum purée, which required
antibrowning ingredients or blanching pre-treatments.
Similarly, both POD activation (Garcia-Palazon et al. 2004)
as partial POD inhibition (Cano et al. 1997; Barba et al. 2014)
were observed in different fruit juices and/or extracts proc-
essed by HPP. In our study, PPO and POD remained fully
active in the HPP-treated smoothies which were therefore ex-
posed to the oxidizing reactions catalysed by these enzymes.
Fruit can suffer browning as a result of polyphenol oxidation

catalysed by PPO (Garcia-Palazon et al. 2004), while POD
oxidizes different substrates (phenols and others) at the ex-
pense of hydrogen peroxide, resulting in the formation of dif-
ferent products, which may cause changes in the colour and
flavour of fruits (Zhang et al. 2005).

Antioxidant Status

Enzymatic and non-enzymatic oxidation reactions can nega-
tively affect smoothie quality. The antioxidant status results
(see Table 2) confirmed that the HPP-treated smoothies had a
lower antioxidant capacity (higher ICs, and lower FRAP) than
the thermally treated smoothies at 48 h post-processing. As
can been seen, these differences between treatments may be
due to oxidase activities. Keenan et al. (2010) found that the
antioxidant capacity (DPPH and FRAP) in a HPP-treated
(450 MPa and 20 °C for 5 min) was lost more rapidly than
in thermally treated (P79>10 min) smoothies kept in refriger-
ation for up to 30 days and concluded that enzymatic degra-
dation systems were not inactivated by the HPP treatment.
Other studies reported no changes in antioxidant capacity im-
mediately after processing as a result of HPP or thermal treat-
ments in fruit extract (Barba et al. 2014), orange juice
(Fernandez-Garcia et al. 2001; Sanchez-Moreno et al. 2005)
and orange juice-milk beverage (Zulueta et al. 2013), while
Polydera et al. (2005) found that oxidative stability was great-
er in HPP-treated (600 MPa and 40 °C for 4 min) than in
thermally heated (80 °C for 1 min) orange juice during chilled
storage. The differences in fruit matrixes and processing con-
ditions may explain this disparity in the results. Whatever the
case, the time elapsing from processing may increase the dif-
ferences observed in the antioxidant capacity of smoothies
treated by HPP and heating, since oxidase enzymes would
be active in the former. Our data confirmed that the pressur-
ized smoothies had a higher tendency to oxidation and so
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would be less stable under refrigeration. Oxidizing reactions
would be particularly favoured in smoothies compared with
intact fruit, because mincing and mixing disrupt fruit struc-
tures and facilitate contact between enzymes, occluded oxy-
gen and fruit components, which may help to explain the early
loss in the antioxidant capacity of smoothies treated by HPP.

Cloud Stability and Discolouration

Smoothie tendency toward cloud clarification and
discolouration was objectively assessed by reference to differ-
ent physical properties. The results are shown in Tables 3 and
4. In general, the HPP-treated smoothies presented physical
characteristics similar to those presented by the raw smooth-
ies, with some exceptions. The density and soluble solid con-
tent were similar in all the smoothies after shaking, whereas
the values of viscosity and turbidity measured in the superna-
tant were higher in the thermally treated than in the HPP-
treated smoothies, indicating that the clarifying tendency
may be greater in the latter. When HPP-treated samples were
compared among themselves, the absolute viscosity values
increased as the pressure level increased; in contrast, smoothie
turbidity was not affected by the different conditions used in
HPP. According to the transmittance values, translucency was
significantly higher in the smoothies treated at 350 MPa than
in the thermally treated smoothies, while the samples from the
rest of the treatments had intermediate transmittance values.
The insoluble solid content was higher in the HPP-treated and
thermally treated smoothies than in the raw smoothies, which

suggests a lower tendency to flocculation in the untreated
samples.

HPP resulted in a lower consistency and absolute viscosity
in orange juices (Parish 1998; Polydera et al. 2005), although
no clear differences in transmittance and absolute viscosity
were observed in other studies (Bull et al. 2004). The loss of
viscosity in cloudy juices may be attributed to pulp precipita-
tion and pectin degradation through enzymatic and non-
enzymatic mechanisms (Sila et al. 2009). It is well-known that
pectin flocculation is affected by pH in fruit smoothies and
juices. As can been seen, the fruit mixture used to elaborate
the smoothies in our study resulted in an acidic product, and
the values of total titratable acidity and pH were not affected
by any preservative treatment. HPP did not result in changes
of pH or titratable acidity in orange juice (Bull et al. 2004),
blueberry juice (Barba et al. 2013) or an orange juice-milk
beverage (Zulueta et al. 2013). Acidification is often associat-
ed to differences in the growth rate of lactic acid bacteria,
which can be difficult to see at the beginning of storage in
pasteurized fruit products. Our physical assessment suggests
that the HPP-treated smoothies had a greater tendency towards
clarification than the smoothies processed by heating. Parish
(1998) reached the same conclusion when assessing cloud
stability in orange juice pressurized at 500-700 MPa. In the
mentioned study, thermal pasteurization was also more effec-
tive than HPP for cloud stabilization. Taking into account the
high pressure resistance of PME enzymes, the use of HPP in
smoothies should be combined with complementary cloud
stabilization strategies. For example, Sun-Waterhouse et al.

Table 3  Effect of high pressure processing (HPP) versus thermal processing on the physical properties of fruit smoothies stored at 4 °C for 48 h

Raw HPP350 HPP450 HPP600 Thermal P
M=SD M+SD M+SD M=SD M=SD
Density (g mI™") 1.05+0.00 1.05+0.00 1.05+0.00 1.05£0.00 1.05+0.00
Soluble solids (°Brix) 13.1£1.0 12.9+1.1 13.01.0 13.0+1.0 12.9+1.0
Absolute viscosity (cP) 3.60+0.15¢ 3.85+0.20% 4.03+£0.23¢ 4.46+0.50 4.88+0.16° o
Turbidity (NTU) 416+84° 446+57° 439+24° 489+56° 7524159* i
Transmittance (%) 26.5+5.8" 24.1+4.5" 21.3+4.0% 20.2+5.0° 15.9+5.4° ok
Insoluble solids (g 100 g ') 18.4+1.3° 22.1£2.5° 226+1.1° 23.9+1.1° 212426 bl
Lightness L* (CIE units) 37.143.2° 37.6+2.6" 37.3+2.0° 383+2.5° 423+2.8° b
Redness a* (CIE units) 9.7+2.1 10.7+1.6 10.7+1.4 10.6+1.7 9.1£1.9
Yellowness b* (CIE units) 11.9+3.1 12.3£2.6 12.0£1.5 12.7£2.0 13.3£1.4
Chroma C* (CIE units) 15.4+3.4 164+2.7 162+1.5 16.6+2.3 16.1£1.9
Hue angle H* (CIE units) 50.7+5.8" 49.0+5.0° 483+4.8° 50.1+4.5% 55.8+5.1° *
Browning index (no units) 0.12+0.02 0.11+0.03 0.12+0.03 0.12+0.03 0.10+0.02
pH 3.840.1 3.8+0.0 3.740.1 3.740.1 3.7£0.1
Total acidity (g citric acid 100 ml™") 0.46+0.04 0.47+0.03 0.45+0.03 0.46+0.02 0.46+0.03

Treatments: HPP (350 and 450 MPa at 10 °C for 5 min, 600 MPa at 10 °C for 3 min), thermal (85 °C for 7 min). Means with different superscripts are

different at P<0.05 (Tukey test)
M+SD mean+standard deviation of triplicate analyses
P probability values; ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05
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(2014) proposed the use of carboxymethyl cellulose, a stabi-
lizing agent, to prevent clarification problems in smoothies
treated by HPP. In addition, using fruit varieties rich in
water-soluble polysaccharides may also help cloud stabiliza-
tion in the case of fruit smoothies.

As regards colour, the CIELAB coordinates were similar in
the raw and HPP-treated smoothies, and so, the “orange” col-
our was not altered by HPP. In contrast, the application of
thermal treatment increased L* value and, to a lesser extent,
the H* angle but did not affect the values of a*, b* and C*,
resulting in slightly less translucent and browner smoothies.
Moreover, the browning index was not affected by thermal
treatment or HPP, suggesting that early oxidase activities did
not affect colour in the HPP-treated smoothies. Discolouration
and non-enzymatic browning following thermal treatment can
result from several reactions, including Maillard condensa-
tion, caramelisation and the destruction of pigments, such as
anthocyanins (Ibarz et al. 2000). Keenan et al. (2011) found
the opposite results in a similar smoothie treated by HPP
(450 MPa and 20 °C for 5 min) or heating. Unlike our study,
HPP led to higher rates of colour change, resulting in a reduc-
tion in L*, while L* values were similar in the raw and ther-
mally treated samples. This disparity in the results might be
explained by the different raw materials and/or processing
conditions used by Keenan et al. (2011). Other studies agree
with the results of Keenan et al. (2011). According to Picouet
et al. (2015), the use of thermal processing (80 °C for 7 min)
provided a carrot juice with a higher browning index and a
lower L* than those treated by HPP (600 MPa and 10 °C for
5 min). Similar colour differences were reported in an orange
juice-milk beverage (Zulueta et al. 2013). In our study, the
reduction in lightness observed in the HPP-treated smoothies
may be explained by their greater clarification and

translucency after 48 h of storage. Whatever the case, the
discolouration induced by processing might be less relevant
in blended fruit homogenates than in smoothies elaborated
with individual fruits, which need to have a recognizable col-
our to satisfy consumer expectations.

Vitamin C, Antioxidants and Sugars

Retention of the main nutrients, including vitamins, antioxi-
dants and sugars, is another relevant aspect of fruit processing.
Vitamin C degradation is often considered as a handicap for
the nutritional quality of fruit derivatives. As shown in
Table 4, the ascorbic acid content was low in smoothies re-
gardless of the preservation treatment. RP-HPLC-UV analysis
indicated that most of the vitamin C present in smoothies
corresponded to dehydroascorbic acid. The conversion of
ascorbic acid into dehydroascorbic acid is catalysed by ascor-
bate oxidase, although direct oxidation may also occur
(Greenway and Ongomo 1990). HPP led to better vitamin C
retention than thermal processing with the resulting nutritional
benefits. Moreover, the total vitamin C content was not affect-
ed by any HPP treatment and had similar levels to that
observed in raw smoothies. The pressure resistance of
vitamin C has also been seen in other studies. Keenan et al.
(2012b) reported that HPP allows better retention of vitamin
C, as determined by direct titration, compared with thermally
treated smoothies. Similarly, the retention of ascorbic acid was
slightly higher in an orange juice-milk beverage pressurized at
400 MPa and 15 °C for 5 min than in those heated at 90 °C for
15 s (Zulueta et al. 2013). The resistance of vitamin C to HPP
has also been seen in other results. For example, the use of
ultra-HPP (1400 MPa and 1 °C for 4 min) did not affect the

Table4  Effect of high pressure processing (HPP) versus thermal processing on the major nutrients of fruit smoothies stored at 4 °C for 48 h

Raw HPP350 HPP450 HPP600 Thermal P
M=£SD M=£SD M=SD M=£SD M=£SD
Antioxidants
Ascorbic acid (mg 100 ml ") 5.1+4.2 4.7+3.7 4.7+3.7 4.6+3.7 3.5+2.8
Dehydroascorbic acid (mg 100 ml™") 37.0+7.0* 34.1+7.9* 32.9+5.7* 33.7+3.7* 22.9+4.6" ok
Vitamin C (AA + DHAA) (mg 100 mi™") 42.1+3.5° 377453 37.6+4.6° 384442 26.4+6.0° ok
Phenols (mg GAE 100 ml ") 37.1+84 34.7+4.7 37.6+4.0 359+6.4 39.7+3.1
Flavonoids (mg QE 100 ml ') 6.1£1.4 7.0+1.4 6.6+1.7 78+1.3 74+1.6
Sugars
Sucrose (g 100 mI™") 0.37+0.38° 0.32+0.23° 0.39+0.37° 0.44+0.28° 3.46+0.79° *rk
Glucose (g 100 ml) 4.50+0.41* 4.42+0.46" 4.51+0.51* 4.48+0.36" 337+1.10° wx
Fructose (g 100 ml’l) 7.22+0.36" 7.11+0.52" 7.27+0.51° 7.22+0.34* 5.66+0.22° ok

Treatments: HPP (350 and 450 MPa at 10 °C for 5 min, 600 MPa at 10 °C for 3 min), thermal (85 °C for 7 min). Means with different superscripts are

different at P<0.05 (Tukey test)
M=SD mean+standard deviations of triplicate analyses
P probability values; ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05
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content of ascorbic acid in an orange-lemon-carrot juice (Butz
etal. 2003).

On the other hand, there were no differences between treat-
ments in the total contents of phenols and/or flavonoids, and
therefore, the use of HPP did not provide any advantage re-
garding the retention of these phenolic antioxidants compared
with thermal treatment. Similar results have been reported in
fruit smoothies (Keenan et al. 2011), fruit extract (Barba et al.
2014) and an orange juice-milk beverage (Zulueta et al. 2013),
which may be explained by the different antioxidant property
oxidation of ascorbic acid and phenols. Phenols can act either
as antioxidants or substrates in browning reactions during fruit
oxidation (Robards et al. 1999). In general, phenolic antioxi-
dants are considered more resistant than vitamin C to fruit
processing (Kalt 2005). Ascorbic acid is the primary antioxi-
dant involved in the oxidation-reduction reactions occurring
in fruit. Ascorbic acid can be oxidized to dehydroascorbic acid
in the presence of oxidized phenols, converting quinones into
their reduced form and protecting phenols against oxidation.
Thus, the oxidation of ascorbic acid would be favoured in fruit
products rich in phenolic compounds where oxidase enzymes
remain active (Gandia-Herrero et al. 2007), as occurred in the
HPP smoothies.

Finally, the use of HPP or heating led to changes in the
sugar content. The increase observed in the glucose and fruc-
tose contents indicated that sucrose hydrolysis took place in
the samples treated by HPP, which suggests that (3-
fructosidase enzymes followed a similar degradation pattern
to that followed by oxidase and pectic enzymes. Sucrose in-
version has been reported in other fruit products treated by
HPP. For example, the incomplete inactivation of [3-
fructosidase enzymes resulted in the total disappearance of
sucrose during the storage of HPP-treated raspberry purée
(Butz et al. 2003). On the other hand, thermal inactivation of
fruit B-fructosidase has also been well documented in fruit
products (Simpson et al. 2012). Our results show that early
sucrose inversion occurred in the smoothies treated by HPP,
modifying the sugar profile by increasing glucose and
fructose.

Microbial Quality Evaluated After 30 Days of Chilled
Storage

Before being sold for consumption, smoothies must comply
with microbial standards during their shelf life. For this rea-
son, microbial quality was checked in smoothies after 30 days
of chilled storage. The microbial counts of smoothies stored
for 30 days are shown in Table 5. In general, spoiling and
pathogenic bacteria were naturally inhibited in the fruit
smoothies. Raw smoothies had total viable counts of 4.2 log
CFU g, which decreased to 2.3 and 1.3 log CFU g ' in
smoothies treated by HPP and heating, respectively. Thus,
pasteurizing at 85 °C for 7 min was only slightly more effec-
tive than HPP treatments in inactivating microbes. European
Commission Regulation No 2073 (2005) establishes maxi-
mum total viable counts of 5 log CFU g~' for smoothies.
Moreover, no counts above the detection limit were found
for total psychrophilic bacteria or total coliforms, while
E. coli, Salmonella spp. and L. monocytogenes were absent
in all the smoothie samples, as required by European
Commission Regulation No. 2073. All the HPP treatments
were also effective against moulds and yeasts, the main mi-
crobes involved in the spoilage of fruit juices and purees
(Parish and Higgins 1989). Thus, microbial standards can be
maintained in smoothies for 30 days without pasteurization,
although both HPP and thermal treatment reduced the micro-
bial risk.

Microbial inactivation by HPP has been demonstrated in
numerous studies on fruit juices and purees. In general, pres-
sures between 200 and 600 MPa are effective in inactivating
most pathogenic and spoilage vegetative microorganisms
present in fruit juices over a mild range of temperature
(Parish 1998; Bull et al. 2004; Bayindirli et al. 2006;
Balasubramaniam and Farkas 2008; Vega-Galvez et al.
2014). For example, Picouet et al. (2015) reported counts from
0.3 to 3.0 log CFU g for total viable bacteria and counts
from <0.1 to 0.8 log CFU g for moulds and yeasts in an
HPP-treated (600 MPa and 10 °C for 5 min) carrot juice kept
in refrigeration for 29 days. In this study, HPP treatment was

Table 5  Effect of high pressure processing (HPP) versus thermal processing on the microbial quality of fruit smoothies stored at 4 °C for 30 days

Raw HPP350 HPP450 HPP600 Thermal

M+SD M+SD M+SD M+SD M+SD P
Total viable counts (log CFU g ") 4.15+0.24" 237+0.08" 229+0.11° 2.3420.10° 1.25+0.15° ok
Psychrophilic bacteria (log CFU g ') 4.13+0.35 <LoD <LoD <LoD <LoD
Total coliforms (log CFU g ) 2.45+0.58 <LoD <LoD <LoD <LoD
Moulds and yeasts (log CFU g ') 3.51+0.30 <LoD <LoD <LoD <LoD

Treatments: HPP (350 and 450 MPa at 10 °C for 5 min, 600 MPa at 10 °C for 3 min), thermal (85 °C for 7 min). Means with different superscripts are
different at P<0.05 (Tukey test). Absence of E. coli, Salmonella spp. and L. monocytogenes in 25 g for all the samples

M=+SD mean+standard deviation of triplicate analyses, <LoD below limit of detection

P probability values; ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05
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surprisingly more effective that mild heating (80 °C for 7 min)
in inhibiting microbial growth. Barba et al. (2012a) obtained a
5-log reduction of L. plantarum in an orange juice-milk bev-
erage after pressurization at 200 MPa for 5 min. These authors
also reported a reduction of at least 5 log cycles of
L. monocytogenes in a buffered fruit extract treated at pres-
sures higher than 300 MPa or for holding times in excess of
5 min (Barba et al. 2014). In a recent study, cold pressurizing
at 300 MPa for 5 min inactivated Zygosaccharomyces bailii
and L. monocytogenes cultures added to a multi-fruit smoothie
elaborated with berries, orange, grape and apple (Scolari et al.
2015). Our results confirmed that it is possible to obtain mi-
crobiologically stable smoothies by applying 350 MPa at a
cold temperature. The use of higher pressures may alter fla-
vour and/or have no additional antimicrobial effects. As can
been seen, microbial quality can be ensured without great
difficulty through HPP in acidic smoothies where microbes
have little chance to proliferate. It was not necessary to apply
HPP, which may alter the flavour to maintain the microbial
standards required for smoothies.

Conclusions

The use of “moderate” HPP can be regarded as an alternative
to thermal pasteurization for preserving smoothies containing
fruits, such as orange, strawberry, apple and banana, whose
sensory and nutritional properties can be altered by the pas-
teurization temperature. Pressurizing at 350 MPa and 10 °C
for 5 min retains the fresh-like fruit flavours, ensuring at the
same time the microbial quality of smoothies, while the appli-
cation of more intense pressuring conditions may represent a
risk for flavour without providing other quality-related bene-
fits. Moderate HPP treatment also protects vitamin C, does not
affect phenol antioxidants, including flavonoids, but results in
smoothies with a different sugar profile due to early sucrose
hydrolysis. Compared to HPP, thermal processing provides
noticeable benefits regarding enzyme inactivation but has
clear sensory disadvantages due to the development of
cooked-fruit flavours. The high pressure resistance of oxidase
and pectic enzymes is probably the main handicap for pres-
surizing smoothies. These enzymes remained active in the
HPP-treated smoothies, and the potential sensory and nutri-
tional benefits of using HPP could be lost because of their
potential for clarification and oxidation. Future shelf life stud-
ies should be carried out on the possible strategies to decrease
the effects of these enzymes on smoothies treated by HPP.
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