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1.1. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS GENERALES

En las Gltimas décadas el mercado ha evolucionado considerablemente
debido al desarrollo de numerosas tecnologias para la conservacion de los
alimentos. Actualmente el consumidor es cada vez méas exigente, demandando
alimentos de mejor calidad, similares a sus equivalentes frescos naturales, con
buenas caracteristicas nutricionales, sanos y que garanticen su seguridad

alimentaria.

La necesidad de producir alimentos siguiendo estrictos parametros de
calidad ha llevado a aplicar nuevas tecnologias de conservacion alternativas a las
tradicionales, las cuales basadndose esencialmente en tratamientos térmicos
intensos con el objetivo de inactivar microorganismos y enzimas, causan pérdidas
en las caracteristicas organolépticas y del valor nutricional de los alimentos
(Hayashi, 1989).

El gazpacho, el zumo de uva y el vino son productos perecederos y de gran
complejidad debido a su pH é&cido, y muy apreciados por sus caracteristicas
organolépticas y nutricionales. El gazpacho dispone de unas caracteristicas
organolépticas peculiares de sabor, aroma y color debido a la variedad de
vegetales que lo componen. Estas caracteristicas se ven afectadas por enzimas
como la pectinmetilesterasa (PME), la polifenoloxidasa (PFO) y la peroxidasa
(POD), asi como por alteraciones microbioldgicas que llevan a la descomposicion
del producto. ElI zumo de uva, por su parte, esta expuesto a grandes alteraciones
microbioldgicas debido especialmente a su alto contenido en azucares, asi como a
pérdidas de color, sabor y aroma. El vino es un producto delicado y esta expuesto
a un rapido pardeamiento debido a los compuestos fendlicos y flavonoides

contenidos en él, lo que lleva también a alteraciones en su aroma y sabor.

La aplicacion de las altas presiones hidrostaticas se muestra como una
tecnologia interesante en el tratamiento y conservacion en refrigeracion de estos
productos con la posibilidad de incrementar su vida atil, sin alterar sus
propiedades nutricionales y organolépticas. En el caso de los vinos, los

tratamientos quimicos y térmicos que se efectlan en otros productos alimentarios
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liquidos para su conservacion no son validos, debido a la pérdida de calidad
gustativa y aromatica que se detecta después del tratamiento. Una alternativa
consistiria en partir de zumos de uva de alta calidad microbiolégica y
organoléptica para la elaboracion de vinos de calidad.

La Unitat de Tecnologia dels Aliments y desde 1993 el Centre Especial de
Recerca Planta de Tecnologia dels Aliments (CERTA) de la Universitat
Autonoma de Barcelona (UAB) ha participado en dos proyectos europeos sobre
alta presion, uno en el programa AIR (referencia AIR-CT92-0296) titulado “High
hydrostatic pressure treatment, its impact on spoilage organisms, biopolymer
activity, functionality and nutrient composition of food systems” y otro en el
programa FAIR (referencia FAIR-CT96-1113) con titulo “High pressure

treatment of liquid foods and derived”.

Como parte del trabajo realizado en los afios 1996-99 en el proyecto
europeo FAIR CT96:1113EU, el grupo investigador de la UAB incluyo6 una serie
de experiencias donde se estudiaron los efectos de los tratamientos de alta presion

en zumos de frutas y en gazpacho.

En el presente trabajo se recogen los resultados obtenidos en el estudio de

la aplicacion de las altas presiones en gazpacho y zumo de uva.

Los principales objetivos de este trabajo experimental fueron:

e Estudiar el efecto de las altas presiones sobre la conservacion del
gazpacho en refrigeracion manteniendo en lo posible sus

caracteristicas fisico-quimicas y organolépticas.

e Investigar el efecto de las altas presiones sobre la conservacion del
zumo de uva obtenido por diferentes métodos de clarificacion,
manteniendo en lo posible sus caracteristicas fisico-quimicas y

organolépticas.

e Estudiar la aptitud de vinificacion de zumos de uva tratados por

altas presiones y obtenidos por diferentes métodos de clarificacion.
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Para ello se fijaron las combinaciones de presion, temperatura y tiempo,
adecuadas para cada producto, con el fin de conseguir una inactivacion
microbiana y enzimatica suficiente para la conservacion de estos productos en

condiciones de refrigeracion.

Los estudios y objetivos especificos para cada producto se exponen a

continuacion.

1. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS EN EL GAZPACHO

e Establecer una formulacion de gazpacho

Estudiar las caracteristicas fisico-quimicas de dos marcas industriales para
poder escoger una formulacion adecuada para la elaboracion de un gazpacho

fresco y de gran calidad.

¢ Investigar la inactivacion enzimatica

Fijar las combinaciones de presion, tiempo y temperatura adecuados para
inactivar las enzimas responsables del pardeamiento y la desestabilizacion del
gazpacho (PME, PFO, POD).

e Estudiar la inactivacion microbiana

Establecer las condiciones mas adecuadas de tratamiento para la

inactivacion de los microorganismos responsables del deterioro del gazpacho.

e Evaluar el efecto de los tratamientos de alta presion sobre la

conservacion del producto

Comprobar la conservacion en refrigeracion del gazpacho por tratamientos
de alta presion combinados con temperaturas moderadas (hasta 50 °C), y estudiar
el efecto de estos tratamientos sobre sus propiedades organolépticas (color, sabor,

aroma, etc.).
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e Estudiar el efecto de la alta presidn sobre las caracteristicas

reoldgicas del gazpacho

Evaluar el efecto de los tratamientos de alta presion sobre las propiedades

reoldgicas del gazpacho y su evolucion durante el almacenamiento.

1. 3. OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL ZUMO DE UVA

e Estudiar la aplicacion de la técnica mas adecuada de clarificacion al

zumo de uva para su posterior tratamiento por alta presion

Comparar dos métodos de clarificacion de zumo de uva, la microfiltracion y
la clarificacién por enzimas pectoliticas, mediante analisis de composicion,

microbioldgicos y sensoriales.

e Determinar el efecto del tratamiento sobre la composicién del zumo

de uvay su evolucion

Comprobar el efecto de los diferentes tratamientos de altas presiones sobre
las propiedades fisico-quimicas del zumo de uva a lo largo de 60 dias de

almacenamiento en refrigeracion.

e Evaluar el efecto de las altas presiones sobre la estabilizacion

microbioldgica del producto

Buscar las combinaciones de presion, temperatura y tiempo adecuadas para
conseguir una estabilizacion microbioldgica, aumentando la vida atil y mejorando

la calidad del zumo de uva.

o Investigar el efecto del tratamiento sobre la calidad sensorial del

zumo de uva

Determinar el efecto de los diferentes tratamientos de altas presiones sobre
las propiedades organolépticas del zumo de uva (sabor, aroma y color) durante un
periodo de conservacion de 60 dias en refrigeracion.
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1. 4. OBJETIVOS ESPECIFICOS EN EL ESTUDIO DE APTITUD A LA
VINIFICACION DE ZUMOS DE UVA TRATADOS POR ALTAS
PRESIONES Y OBTENIDOS POR DIFERENTES METODOS DE
CLARIFICACION

e Estudiar la cinética de fermentacion durante la vinificacion de los
zumos de uva obtenidos por diferentes métodos de clarificacion y
tratados por alta presion

Valorar las condiciones de fermentacion mediante medidas de densidad

relativa y azUcares solubles de los mostos a 18 °C durante 15 dias.
e Caracterizar los vinos jovenes mediante analisis fisico-quimico

Estudiar la composicién de los vinos jovenes obtenidos a partir de zumos de

uva presurizados y compararlos con sus correspondientes vinos controles
e Caracterizar los vinos jovenes mediante analisis organoléptico

Estudiar el efecto de los zumos de uva presurizados sobre las caracteristicas

organolépticas y de color de los vinos jovenes.
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1.5. PLAN DE TRABAJO

1.5. 1. Gazpacho

En este trabajo se ha realizado el estudio de un gazpacho fresco preparado
en laboratorio a partir de vegetales en su punto Optimo de maduracion. Asi
mismo, se compard su formulacion y tiempo de conservacién con dos gazpachos
comerciales. La Figura I. 1 muestra el plan de trabajo seguido a la preparacion del
gazpacho y los andlisis realizados para su estudio.

" Gazpacho ™ P =400y 500 MPa
\freicy t=15y 30 min

T =25, 45y 50 °C

\ 4

control durante 30 dias. presurizado

/\
il N
Analisis enzimético Analisis fisico- Analisis microbio- Analisis organo-
quimico I6gico Iéptico y reoldgico
- Pectinmetilesterasa - pH, ° brix, - Recuentos totales - Sensorial
- Polifenoloxidasa - Extracto seco, - Bacterias lacticas - Color
- Peroxidasa - Proteina - Mohos y levaduras - Reologia

Gazpachos
comerciales

Figura I. 1. Plan de trabajo desarrollado en el gazpacho
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1.5.2. Zumo de uva

Se parti6 de un zumo de uva blanca (variedad Parellada) recién obtenido y
se emplearon dos métodos diferentes para su clarificacion. Para este estudio se
realizaron diferentes anélisis en los dos lotes de zumo de uva. La Figura I. 2

muestra el plan de trabajo seguido en el anlisis y estudio del zumo de uva.

m

Conservacion a
4°C

Zumo de uva clarificado
por membranas (MC)

Zumo de uva clarificado
mediante enzimas (CE)

Control (MC) Presurizado (MC) Control (CE) Presurizado (CE)

/
i . - 400 MPa/ 2 °C
Tratamientos aplicados a los - 400 MPa/ 40 °C
zumos de uva < _ 500 MPa/ 2°C
durante 10 min
g
- N
Analisis fisico- Anaélisis enzimatico: Anaélisis micro- Anaélisis organo-
quimico: bioldgico: Iéptico:
- pH - Pectinmetilesterasa -Recuentos totales - Sabor, aroma
- %brix, - Polifenoloxidasa - Bacterias lacticas - Acidez
- Acidez total - Mohos y levaduras - Color

Figura I. 2. Plan de trabajo desarrollado en el zumo de uva



ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

1. 5. 3. Vinos jovenes

Los vinos jovenes fueron obtenidos a partir de zumos de uva MC y CE
controles y tratados por altas presiones mediante la inoculacion de una cepa de
levadura especifica. El plan de trabajo seguido para la elaboracion de los vinos se
muestra en el siguiente diagrama de flujo (Figura I. 3).

Zumos de Uva

MCy CE

v SO, (0,6 ml /1) ¥
Zumos de Uva MC y CE control Zumos de uva MCy CE
(sin tratamientos de alta presion) presurizados 500 MPa/ 2 °C

Inoculacion de la cepa especifica de la
levadura Saccharomyces bayanus 0,2 g/l

,| Fermentacion alcohdlica y vinificacion
(15 dias a 18 °C)

Clarificacion
y filtracion

Embotellado y
almacenamiento 2 meses

Vinos
jévenes

Anélisis_ d_e, Analisis Analisis Analisis de
composicion. microbioldgico: organoléptico: oxidacion
- Densidad relativa - Alislamiento

- AzUcares totgl_es - Identificacion - Color

- Grado alcoholico (ADNmt y analisis de - Aroma

- Acidez total restriccion) - Gusto

-Extracto seco

Figura l. 3. Plan de trabajo desarrollado en el estudio de aptitud a la vinificacion del
zumo de uva presurizado
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INTRODUCCION

2.1. LAS ALTAS PRESIONES

2. 1. 1. Historia y generalidades

La tecnologia de las altas presiones es ampliamente conocida desde hace
mas de tres décadas en el campo de la ciencia de los materiales inorganicos, donde
se combinan presiones a partir de 100 MPa con temperaturas del orden de
1000 °C, para la produccién de ceramicas, aleaciones de metales y la creacién de
materiales sintéticos (Hoover et al., 1989). Su aplicacion en el procesado de los
alimentos ha adquirido especial importancia en las dos Ultimas décadas, si bien su
utilidad en este campo ya fue sefialada por el grupo de investigadores de
Bert H. Hite en el afio 1899 (citado por Hoover et al., 1989) a partir de los
estudios sobre los efectos de las altas presiones (hasta 1000 MPa) en la
conservacion de leche, carne y zumos de frutas. Bridgman en el afio 1914 (citado
por Hoover et al., 1989) estudio el efecto de la alta presion sobre la clara del
huevo, observando que, la desnaturalizacion proteica de la clara del huevo se
produce de forma irreversible a partir de 300 MPa y se intensifica con el aumento

de la presion y el tiempo de tratamiento.

Durante mucho tiempo, los problemas tecnologicos derivados de la
manipulacion a tan elevadas presiones supusieron un freno para el desarrollo de la
técnica, pero una vez superadas las dificultades gracias a los avances realizados en
la industria de materiales, y atendiendo a la creciente demanda de productos
seguros, sometidos a un procesado minimo y libres de aditivos, se ha retomado el

interés por la utilizacion de la alta presion en el procesado de alimentos.

En la década de los ochenta, la Universidad y la industria japonesas
apoyadas por el Ministerio de Agricultura, fueron pioneras en el desarrollo de la
alta presién para su utilizacion en la industria alimentaria. En 1992 los primeros
productos tratados por alta presion salieron al mercado y a finales de 1995 ya eran
7 las compafias que comercializaban productos (mermeladas, zumos de fruta,
salsas, vino de arroz, pastel de arroz) tratados por esta tecnologia (Hayashi, 1997).

Actualmente se producen a pequefia escala preparados de frutas, confituras de
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fresa, kiwi y manzana, salsas, gelatinas, zumos de frutas y calamar crudo. El
interés por esta tecnologia emergente se extendio a algunos paises de Europa. En
Francia se comercializan algunos zumos de frutas y en EUA fue lanzada con gran
éxito en el mercado una crema de guacamole. En Espafia, Espufia (Olot, Girona)
actualmente produce un jamon cocido loncheado y tapas tratados por altas

presiones.

Los resultados obtenidos durante los Gltimos afios sobre la inactivacion de
los microorganismos y enzimas producida por la aplicacion de altas presiones,
invitan al desarrollo de esta tecnologia, debido a su efecto no destructivo del
contenido nutricional y de las caracteristicas sensoriales (Morlid, 1981; Knorr et
al., 1992; Farkas, 1986; Hoover et al., 1989; Hayashi, 1989).

2. 1. 2. Fundamentos y definiciones

Se entiende por altas presiones, las presiones comprendidas entre 100 y
1000 MPa'. Ya que normalmente el medio utilizado para transmitir la presion es
el agua, este tratamiento se le conoce como altas presiones hidrostaticas.

Existen dos principios fundamentales en los que se basa la aplicacién de

las altas presiones (Cheftel, 1991):

a) El primero indica que la presion se transmite de manera uniforme e
instantdnea a través de todo el material bioldgico tratado por alta presion,
tratandose asi de un proceso isostatico. Este proceso evita la presencia de zonas
sobretratadas, asi como la deformacién del producto, y hace que éste sea mas

homogéneo.

b) El segundo se refiere al principio de Le Chatelier que indica que los
fendmenos acompafados de una disminucion de volumen (reacciones quimicas,
modificacion de las conformaciones moleculares) son favorecidos por un aumento

de presion y viceversa. Segun este principio, la aplicacién de la alta presion

1 MPa = 9,869 atm = 10 bar = 10,197 kg/cm?
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desplaza el equilibrio de un proceso hacia el estado que ocupa menos volumen. En
principio en una macromolécula proteica, la formacién de enlaces de hidrégeno, la
ruptura de interacciones hidréfobas y también de pares de iones, son acompafiados
de una restriccion de volumen favorecida por la presion (Cheftel, 1991). Sin
embargo, otros estudios suponen que los puentes de hidrogeno son practicamente

insensibles a la presion (Gross y Jaenicke, 1994; Mozhaev, 1994).

Los efectos de la disociacion idnica son favorecidos en general por el
fendmeno de electrostriccion. Asi, la presion causa la separacion de las cargas
eléctricas, ya que el agua se organiza de manera mas compacta alrededor de las
cargas ionicas y de los centros polarizados de las moléculas, lo que causa una

reduccién del volumen total (Cheftel, 1991).

Se ha observado que los enlaces covalentes tienen baja compresibilidad y
no se ven afectados por presiones inferiores a 1000-2000 MPa (Hayashi, 1992;
Tauscher, 1995). De esta manera la estructura de las biomoléculas de bajo peso
molecular (hidratos de carbono, péptidos y lipidos) y la estructura primaria de las
moléculas no se ven modificadas (Cheftel, 1992; Mozahev et al., 1994;
Heremans, 1995). Es conocido también que diferentes reacciones de Maillard (por
ejemplo xilosa-lisina) son reducidas o inhibidas bajo presion (Cheftel, 1995). La
alta presion también contribuye a la disociacion de los grupos acidos de las
cadenas laterales de los aminoacidos y a la ruptura de los puentes salinos
intramoleculares (Cheftel, 1992; Heremans, 1995).

El tratamiento de alta presion puede ser combinado con otros tipos de
tratamientos para aumentar la inactivacion microbiana, y sobre todo enzimatica,
sin alterar la calidad organoléptica del producto (Farr, 1990). Por ejemplo el uso
de temperaturas moderadas se considera un tratamiento apropiado para combinar

con la alta presion.

El comportamiento de la alta presion sobre diferentes sistemas
alimentarios demuestra la utilidad de la aplicacién de esta técnica en la
conservacion de los alimentos, que ademéas de extender su vida util, y mejorar la
textura, mantiene el sabor, el aroma, las vitaminas y otros nutrientes naturales en
muchos productos (Cheftel, 1991; Bognar et al., 1993 y Takahashi et al., 1993).
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En este contexto se podria decir que es un proceso destinado a la produccion de

alimentos de alta calidad.

2. 2. EQUIPOS DE TRATAMIENTOS POR ALTA PRESION

El tratamiento de alta presion se puede realizar en dos tipos de equipos en
funcién del producto a tratar; normalmente se utiliza el tipo discontinuo para
productos liquidos o solidos ya envasados, y el tipo semicontinuo para liquidos no

envasados.

Los equipos de alta presién discontinuos consisten en un cilindro de acero
inoxidable con una pared gruesa y resistente que contiene en su interior el liquido
de compresion (agua o una mezcla de agua y aceite). Este liquido es impulsado

desde un deposito de agua hasta el recipiente de tratamiento (Figura Il. 1).

x

l Cilindro de presurizacion
L Refrigeracion o calentamiento
—

Producto envasado

00 0O
N
A
0 0

Salida de agua Intensificador de presion
<
=
Vélvula de descompresién Entrada de agua -
 /
Bomba de

baja presion

Figura I1. 1. Sistema discontinuo para el tratamiento de alta presion de alimentos
envasados.
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El producto ya envasado se introduce dentro del cilindro, y una vez se
realiza la carga, un par de bombas inyectan agua dentro del cilindro hasta alcanzar
la presion adecuada, manteniendo la presion durante el tiempo necesario para el

tratamiento, y pasar finalmente a la descompresion.

Los equipos de tipo semicontinuo son utilizados con productos

alimentarios que pueden ser bombeados (Figura Il. 2).

Valvula aséptica

X X

Producto a presurizar Ol-—---—- 04— Refrigeracién o Producto

calentamiento procesado
Piston

Liquido de compresion

Salida de agua Intensificador de presion

«D<

Valvula de descompresion

Entrada de agua

Bomba de
baja presién

Figura Il. 2. Sistema semicontinuo para el tratamiento de productos liquidos a
granel.
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La compresion, de tipo directa, es generada mediante la presurizacion de
un medio sobre la parte final de un piston. En este caso el alimento esta en
contacto directo con el acero de la cAmara, asi que éste debe ser de un material
que no experimente corrosién durante su utilizacion y que sea adecuado para
entrar en contacto con los alimentos. Una bomba presuriza el agua, que se
encuentra separada del alimento por el piston. El alimento una vez presurizado se

evacua de la camara utilizando una valvula aséptica de alta presion.

Estos equipos tienen mejor rendimiento volumétrico y mejor
aprovechamiento de la energia utilizada, con el inconveniente de un coste inicial
mayor. El coste por volumen de alimento tratado disminuye en gran medida al
utilizar maquinas con cilindros de elevado volumen. El primer equipo
semicontinuo de altas presiones con una capacidad de 4 tm/h fue introducido por
Wakayma Nokoyo Food Industry Co. Ltd. en Japén.

2.3. EFECTO DE LA ALTA PRESION SOBRE LOS CONSTITUYENTES
DE LOS ALIMENTOS

2.3.1. Agua

La presion modifica muchas propiedades del agua. EI volumen del agua
disminuye un 4 % a 100 MPa y un 15 % a 600 MPa a una temperatura de 22 °C
(Cheftel, 1992). Los alimentos con alta humedad y poco gas reaccionan a una
compresion similar a la del agua. Esta disminucion de volumen implica un
aumento de la densidad y, como consecuencia, los coeficientes de difusién de los

solutos disminuyen.

La compresion adiabatica del agua causa un aumento de 2 a 3 °C por cada
100 MPa, aumento que depende de la temperatura inicial del agua y de la
velocidad de compresiéon. Este cambio es reversible cuando se realiza la
descompresion ya que se produce una disminucion de la temperatura de la misma
magnitud (Cheftel y Culioli, 1997).
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El punto de fusion del agua disminuye con el incremento de la presion: es
de —5°C a 70 MPa y —20 °C a 200 MPa. A presiones superiores a 1000 MPa y a

temperatura ambiente se produce formacion de hielo.

El pH del agua también disminuye bajo presion, pasando de 7 a 6,27

cuando la presion aumenta de 0,1 MPa a 1000 MPa.

La presion tiene un efecto importante sobre las fases de transicion del agua
(cristalizacion—fusion) que puede mantenerse en estado liquido a —22 °C hasta una
presion de 210 MPa. En general los cristales de hielo que se forman bajo presion,
son de tamafio inferior a los formados convencionalmente por la congelacién. En
estas condiciones se produce menos pérdida de agua, una estructura mas
homogénea y sobre todo un producto de mejor textura (Deuchi y Hayashi, 1992;
Cheftel y Culioli, 1997; Fuchigami y Teramoto, 1997; Fuchigami et al., 1997 y
1998). Estas observaciones tienen algunas consecuencias practicas sobre todo en
el campo de la tecnologia de los alimentos congelados y el almacenaje de
alimentos a temperaturas de congelacion sin llegar a congelarlos (Cheftel, 1992).
Otra aplicacion practica es la descongelacion de muestras biologicas bajo presion
a bajas temperaturas (entre =20 y 0 °C), siendo la descongelacion rapida y

uniforme.

2. 3. 2. Lipidos

La temperatura de fusién de los lipidos, en especial de los triglicéridos,
aumenta con la presion de manera reversible en més de 10 °C por cada 100 MPa.
Por este motivo, los lipidos en estado liquido a temperatura ambiente pueden
cristalizar bajo presion. La presion causa la formacion de cristales densos y mas
estables que tienen un nivel de baja energia y alta temperatura de fusion. Esto
puede explicar algunas de las causas de destruccién de los microorganismos por la
presion debido a los cambios cristalinos en los fosfolipidos de la membrana
celular (Cheftel, 1995).
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El aumento de la presion puede producir un aumento de la oxidacion de
los lipidos insaturados del alimento. Se ha observado que el tratamiento de alta
presion en alimentos de alto contenido proteico como la carne y pescado produce
un incremento de la oxidacion lipidica. Se cree que este aumento de oxidacion
esta relacionado con la desnaturalizacion de las proteinas causada por la presion,
quedando libres iones metalicos que catalizarian la oxidacion lipidica (Beltran et
al., 2002).

2. 3. 3. Hidratos de carbono

A pesar de los pocos trabajos que existen sobre el efecto de la alta presion
sobre los hidratos de carbono, los autores coinciden en afirmar que los azlcares
simples no resultan afectados por este tratamiento (Cheftel, 1992). Las reacciones
de condensacion de Maillard son inhibidas por la aplicacion de la alta presion
entre 50 y 200 MPa (Sangronis et al., 1997). En consecuencia el desarrollo del

sabor y del color tipicos de esta reaccion no se producen.

La alta presion afecta la transicién sol-gel de los polisacaridos,
formandose geles diferentes a los obtenidos por aplicacion de calor (Gekko, 1992;
Mozahev et al., 1994). En cuando a los granos de almidén, éstos gelatinizan bajo
presion a temperaturas mas bajas de las habituales (Hayashi y Hayashida, 1989).
Rubens et al. (1997) observaron que los almidones se inflaban bajo presion pero

su estructura no se veia modificada.

2. 3. 4. Proteinas

Se han realizado numerosos estudios sobre el efecto de la presion sobre la
estructura y las propiedades funcionales de las proteinas (Gross y Jaenicke, 1994;
Mozahev et al., 1994; Cheftel, 1995). En ellos se concluye, de forma general, que
las modificaciones de las proteinas se deben a cambios en las interacciones intra e

intermoleculares entre grupos funcionales de los aminoacidos. Ohmiya et al.
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(1989) resaltan efectos como el aumento de las interacciones hidrofébicas a
presiones de 300 y 400 MPa, debido a la alta compresibilidad del agua libre
comparada con la de los puentes de hidrégeno. Por otra parte, los grupos
sulfhidrilo pueden oxidarse dando lugar a puentes disulfuro en presencia de
oxigeno (Funtenberger et al., 1995), aunque en muchos casos parece que este tipo
de enlaces son los responsables de mantener la estructura de algunas proteinas
debido a su gran estabilidad frente a la presion (Balny y Masson, 1993). En
general, la aplicacion de presiones superiores a 100-200 MPa a temperatura
ambiente, provocan la disociacién de macroestructuras en subunidades, asi como,
el despliegue y desnaturalizacion de estructuras monoméricas, probablemente
debido al debilitamiento de las interacciones hidrofdbicas y la separacion de los
puentes salinos inter o intramoleculares, segun el caso. Por otra parte, cuando la
presion y concentracion proteica es elevada, las interacciones antes mencionadas,
causadas por las altas presiones, conducen a agregaciones y gelificaciones de los
sistemas bioldgicos. En general, los efectos que sufren las estructuras terciaria y
cuaternaria de las proteinas pueden ser reversibles, aunque dependiendo de
factores como la temperatura, pH y otros, pueden tener lugar de forma irreversible
(Heremans, 1995; Cheftel, 1995).

A pesar de los aspectos generales mencionados anteriormente, existen
otros factores, como la temperatura y composicion del medio, que pueden hacer
variar considerablemente los resultados de la aplicacion de las altas presiones
(Kunugi y Tanaka, 1997).

Diversos estudios han mostrado que los geles formados bajo presion a
partir de proteinas como la clara del huevo, actomiosina y las proteinas de la soja,
son muy diferentes de los geles obtenidos por calor, en relacién a las
caracteristicas fisico-quimicas y morfolégicas. Los geles producidos bajo presion
son menos firmes pero mas elasticos y extensibles, lisos y brillantes (Denda y
Hayashi, 1992; Yoshika et al., 1992, Tausher, 1995), y el color y el aroma
iniciales se conservan mejor que en los geles obtenidos por altas temperaturas
(Cheftel, 1992).
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2. 3. 5. Enzimas

Las enzimas son catalizadores complejos constituidos por proteinas
globulares que aceleran la velocidad de las reacciones quimicas. Los mecanismos
por los cuales la alta presion afecta a las enzimas son similares a los descritos para

las proteinas.

La alta presion induce cambios en la velocidad de las reacciones que
catalizan las enzimas, asi como cambios estructurales (Balny y Masson, 1993). La
funcién enzimatica puede verse afectada de diversas maneras; la inactivacion
puede ser parcial o total, reversible o irreversible dependiendo del tipo de enzima,
del nivel de presién, del tiempo y de la temperatura o del pH del medio (Morild,
1981; Hara et al., 1990). Sin embargo, también se ha descrito la activacion de
algunas enzimas por efecto de la alta presion (Anese et al., 1995; Cano et al.,
1997).

Se ha sugerido que la eficiencia de la alta presion en la inactivacion de
enzimas se puede incrementar mediante la aplicacion de ciclos de presion. Se trata
de aplicaciones sucesivas de altas presiones produciendo una mayor inactivacion
enzimatica y una menor actividad residual que la obtenida después de la
aplicacion de un proceso de presion continuo durante el mismo tiempo total del

tratamiento (Basak y Ramaswamy, 2001).

En un trabajo realizado por Seyderhelm et al. (1996) sobre el efecto de alta
presion sobre algunas enzimas en tampén fosfato, observaron que la sensibilidad a
la presion en orden ascendente fue: lipoxigenasa, lactoperoxidasa, pectinesterasa,
lipasa, fosfatasa, catalasa, polifenoloxidasa y peroxidasa. EI aumento en la

temperatura del tratamiento indujo una mayor inactivacion de estas enzimas.

Algunas enzimas son baroresistentes y su funcion no se ve alterada por la
alta presion. Asi, Asaka y Hayashi (1991) y Ko et al. (1990) no observaron
fenémenos de desnaturalizacién de la ATPasa dependiente de Ca®* al ser tratada
por alta presion. También observaron un efecto baroprotector tanto por parte de
los componentes del alimento, asi como de algunos ingredientes sobre diversas

enzimas estudiadas.
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Por otra parte la alta presion podria afectar a nivel de la interaccion
sustrato-enzima. Si el sustrato es una macromolécula, la alta presion podria
modificar la conformacion de la macromolécula o su disociacion en subunidades
afectando su actividad que haria més facil o dificil el ataque del enzima (Balny y
Masson, 1993).

Enzimas como la pectinmetilesterasa, la polifenoloxidasa y la peroxidasa
son muy resistentes a la presién (Cheftel, 1995). Estas enzimas las podemos
encontrar frecuentemente en los vegetales y frutas. Ya que parte del trabajo se
dedica a estudiar estas enzimas, es oportuno dedicarles un espacio en esta

introduccion.

e Las pectinmetilesterasas

Las pectinas son heteropolisacaridos estructurales que se encuentran en las
paredes 0 membranas de las células primarias de la mayoria de las plantas
superiores, y contienen grandes proporciones de &cido a-1,4-D-galacturdnico

parcialmente esterificado con grupos metilo.

Las pectinmetilesterasas (PME; EC 3.1.1.11) forman un complejo con las
pectinas mediante interacciones electrostaticas. Durante la extraccion de los
zumos, los enzimas liberados acttan sobre las pectinas hidrolizando los grupos del
éster metilico formando metanol, pectinas de bajo metoxilo y acido galacturénico.

La PME es la enzima principal responsable del problema comun asociado
a los zumos citricos y zumos vegetales, sobre todo los productos derivados del
tomate (frescos, congelados, concentrados), causandoles pérdida de turbidez,
gelificacion, asi como pérdida de consistencia en algunos casos (Joyslyn y Pilnik,
1961). La proporcion de pectinas disueltas en el producto contribuye a la
viscosidad y al cuerpo del mismo. La viscosidad depende de la concentracion, del
grado de la polimerizacion de las pectinas, del pH y de las sales existentes en el

medio.
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Actualmente los tratamientos de estabilizacion térmica que se aplican
sobre productos durante su transformacion permiten detener este proceso
enzimético. La pasteurizacion alta (90 °C, 1 min) es el método convencional
utilizado para la inactivacion de la PME en diferentes productos (Eagerman y
Rouse, 1976). Sin embargo, este tratamiento afecta negativamente la calidad de
los zumos modificando sus caracteristicas organolépticas y nutricionales
(Reynold, 1963).

Numerosos trabajos han estudiado la aplicacion de las altas presiones
como proceso tecnoldgico alternativo a los tratamientos térmicos para la
inactivacion de la PME y la conservacion de los zumos de citricos, sopas
vegetales y productos derivados del tomate (Ogawa et al., 1990; Takahashi et al.,
1993; Porretta et al., 1995; Hernandez y Cano, 1998; Tangwongchai et al., 2000).

La inactivacion total de la PME en zumos de citricos por alta presion
requiere un tiempo de 10 min a 1000 MPa a temperatura ambiente, o el uso de
temperaturas moderadas (50 °C) a 600 MPa durante 10 min (Ogawa et al., 1990).
Basak y Ramaswamy (1996) investigaron la inactivacion de la PME en zumo de
naranja fresco, concentrado y congelado, aplicando presiones de 100 a 400 MPa
en un intervalo de tiempo de 0 a 720 min. EI zumo (12,6 °Brix) fue ajustado a pH
3,2y 3,7, y el zumo concentrado fue ajustado a 10, 20, 30 y 40 °Brix a pH 3,7,
ademas le fue afiadido una PME (enzima purificada de origen no especificado),
después de sufrir un tratamiento térmico previo para inactivar enzimas endogenas.
Los autores detectaron dos tipos de efectos de inactivacion enzimatica, el primero
lo denominaron “muerte instantanea” y dependia directamente de la presion
aplicada. Este efecto aumentaba proporcionalmente con el aumento de la presion.
Mientras que el segundo dependia del tiempo del tratamiento; la inactivacion era
proporcional al aumento del tiempo de tratamiento. Por otra parte, los autores
observaron que la inactivacién fue mas alta a pH bajo y que la inactivacion de la
PME esta claramente influenciada por los solidos solubles en el zumo
concentrado. En este sentido, el aumento de los sélidos solubles en el zumo tuvo
un efecto protector de la PME contra la presion. Marshall et al. (1985) observaron

que la PME es muy resistente a la presion cuando se encuentra bajo altas
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concentraciones de azucares, como es el caso de zumos de frutas concentrados
(60-65 °Brix).

Seyderhelm et al. (1996) estudiaron la inactivacion por alta presion de la
PME (enzima purificada de origen no especificado) en tampoén tris-(hidroximetil)-
amino-metano (pH 7) a 45 °C, observando que tratamientos a 900 MPa durante

2 min y a 800 MPa durante 5 min, permitian su inactivacion total.

Ogawa et al. (1990) mostr6 que los tratamientos de presion a 600 MPa
durante 10 min son capaces de inactivar parcialmente e irreversiblemente hasta el
90% de la PME en zumo de naranja. EI zumo se mostré mas estable durante el
almacenamiento y el transporte en refrigeracion. Irwe y Olsson (1994)
confirmaron estos mismos resultados. Otro estudio realizado por Goodner et al.
(1999) sobre la estabilidad de zumo de naranja, también confirmo los resultados
comentados anteriormente, mostrando ademas que los tratamientos a 800-
900 MPa durante tiempos ultracortos son muy efectivos en la estabilizacion del
zumo. Asi, un tratamiento de estas caracteristicas aplicado durante 1 s, mantuvo
estable el zumo durante 80 dias, mientras que tratamientos méas largos (1-10 min)
lo mantuvieron estable durante 90 dias a temperaturas de refrigeracion (4 °C).

Los trabajos existentes sobre el efecto de las altas presiones sobre la PME
de los productos derivados del tomate indican que esta enzima es muy resistente a
la presion. Crelier et al. (1995) observaron que la PME del tomate es muy
baroresistente. Esta enzima fue menos estable bajo presion en presencia de iones
de Ca** 0 en tamp6n acético-acetato (pH 3,5-4,5) que en agua, y su estabilidad
bajo presion se incrementd con el aumento del pH. La inactivacion de la PME del
tomate también se produce a bajas presiones y temperaturas moderadas (59-
60 °C). Tongwongchai et al. (2000) mostré que la PME (enzima purificada de
origen no especificado) fue muy barotolerante a todos los valores de pH
estudiados (4-9), perdiendo el 10, 20 y 40 % de su actividad después de
tratamientos de 200, 400 y 600 MPa, respectivamente durante 20 min. Este
estudio indica que no hubo efecto del pH en la interaccion presion y pH, y que la
inactivacion se debe Unicamente a la presion aplicada. Sin embargo, Hernandez y
Cano (1998) indicaron que la actividad PME del puré de tomate presurizado a

150 MPa a 30 °C durante 15 min se redujo en un 35 % de su actividad inicial.
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e Las polifenoloxidasas

Las polifenoloxidasas (PFO; EC 1.14.18.1) son muy abundantes en el
reino vegetal y existen bajo muchas formas, siendo responsables de numerosas
reacciones quimicas que provocan el pardeamiento de vegetales, produciendo por
lo tanto el deterioro del color y también del sabor de algunos alimentos (Gomes y
Ledward, 1996).

Se han utilizado diferentes métodos para inhibir las reacciones de deterioro
de las PFO en los alimentos de origen vegetal, como la exclusion de oxigeno
(Berk, 1976) o también la adicion de antioxidantes como el &cido ascérbico o
dioxido de sulfuro (Golan-Goldhirsh y Whitaker, 1984) que son utilizados en
diferentes paises como aditivos en la industria alimentaria. La inactivacion de esta
enzima también puede ser llevada a cabo por tratamientos térmicos (Schwimmer,
1981).

Se han realizado diversos estudios sobre la inactivacion de la PFO por
altas presiones en diferentes tipos de alimentos de origen vegetal. Asaka y
Hayashi (1991) observaron un incremento de la actividad enzimatica de la PFO de
una variedad de pera sometida a tratamientos de altas presiones entre 200-
500 MPa, mientras que otros estudios realizados por Knorr (1994) mostraron que
tratamientos de presion de 100 y 400 MPa llevaron a una disminucion de la

actividad enzimatica de la PFO en las patatas.

La estabilidad de las PFOs de la manzana, pera, aguacate, ciruela y
también de uva ha sido determinada a pH 6-7 por Weemaes et al. (1998). La
estabilidad bajo presion de estas PFOs varié en funcién de su origen. La
inactivacion de la PFO de la manzana, de la uva, del aguacate y de la pera a
temperatura ambiente fue intensa a 600, 700, 800 y 900 MPa respectivamente, sin
embargo la PFO de la ciruela no fue inactivada a temperatura ambiente a
900 MPa. La actividad de la PFO de cebolla mostré un aumento del 30 % después
de un tratamiento a 600 MPa durante 10 min a temperatura ambiente (Butz et al.,
1994). La PFO del zumo de uva blanca fue parcialmente inactivada por

tratamientos de alta presion entre 300 y 600 MPa, aunque la aplicacion de
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presiones mas altas (900 MPa) redujo la actividad de la PFO entre 1 y 16 %
(Castellari et al., 1997).

Estos estudios muestran que la PFO es una enzima dificil de inactivar por
completo a temperatura ambiente. Segun Eshtiaghi (1994) s6lo un tratamiento de
900 MPa a 45 °C durante 30 min, podria inactivar por completo la PFO de las

patatas en tampén fosfato a pH 7.

e Las peroxidasas

Las peroxidasas (POD; EC 1.11.1.7) se encuentran en una gran gama de
alimentos. Su presencia en los alimentos de origen vegetal es importante tanto
para el industrial como para el consumidor debido a su elevada estabilidad térmica
y a su capacidad para catalizar la oxidacion de numerosas sustancias organicas,
produciendo cambios negativos en el sabor y el color, asi como la textura de
muchos alimentos, especialmente vegetales y frutas durante el almacenamiento
(Haard y Tobin, 1971). La POD es una enzima de las méas termoresistentes de las
presentes en los vegetales, y se utiliza como guia en la optimizacion del proceso

de escaldado en muchos productos vegetales.

Se ha estudiado la termoestabilidad de esta enzima en citricos y otros
productos vegetales, en los que su actividad esta relacionada con alteraciones en
su aroma, color y textura (Burnette, 1977; Haard, 1977). Los tratamientos
térmicos de corta duracion y temperaturas relativamente elevadas, que son
normalmente utilizados en el procesado comercial de zumos de frutas y otros
vegetales para la destruccion de las bacterias, no son efectivos en la inactivacion
de las peroxidasas. Ademas de su alta termoestabilidad, se ha encontrado que

algunas peroxidasas son capaces de regenerarse después del tratamiento térmico.

En cuanto a los tratamientos de alta presion, Anese et al. (1995)
observaron que la POD es muy resistente a presiones menores de 900 MPa
aplicados durante 1 min, y que mostrd una activacion durante el tratamiento entre
300 y 500 MPa. La inactivacion total fue obtenida solamente a 900 MPa. En un
trabajo realizado por Cano et al. (1997) sobre el efecto de la alta presion sobre la
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POD de puré de fresa y de zumo de naranja, mostraron que esta enzima puede ser
inactivada a presiones superiores a 300 MPa con aplicacion de temperaturas

relativamente elevadas (> 60 °C).

En el caso de las judias verdes, son necesarios tratamientos de 900 MPa
durante 10 min a temperatura ambiente, para obtener una reduccién del 88 % de la
actividad POD. Tratamientos combinados de presiéon y temperatura (moderada-
alta) produjeron la inactivacion total de la POD a 600 MPa (Hendrikx et al.,
1998). Quaglia et al. (1996) indicaron que el aumento del tiempo de tratamiento

muestra un efecto significativo en la inactivacion de la POD.

2. 3. 6. Vitaminas

El efecto de las altas presiones sobre la estabilidad de las vitaminas ha sido
uno de los estudios que mas interés ha suscitado entre los diferentes autores que
evallan este proceso en comparacion a los tratamientos térmicos (Horie et al.,
1992; Mertens, 1993; Bognar et al., 1993; Kibel et al., 1997 y Taukis et al.,
1998). En un trabajo de Sancho et al. (1999) sobre el efecto de la alta presion
sobre las vitaminas hidrosolubles B1, B6 y C diluidas en tampén a pH 6,7,
mostraron que los tratamientos de 200, 400 y 600 MPa durante 30 min a 20 °C no
tuvieron ningun efecto significativo sobre la retencién de las vitaminas B1 y B6.
Sin embargo la vitamina C fue afectada y mostrd un 87,8 % y 88,6 % de retencidn
después del tratamiento de 200 y 600 MPa, respectivamente. En otro estudio sobre
el efecto de las altas presiones en la vitamina C de zumos de pifia y de pomelo, se
observo una ligera degradacion de esta vitamina después de un tratamiento a 600
MPa a 40 °C durante 40 min, la cual fue del orden del 15 % y del 26 %,
respectivamente (Taukis, 1998). Tauscher (1995) investigd la influencia de la
presion (200, 400 y 600 MPa) y de la temperatura (25, 40, 60 y 75 °C) sobre la
vitamina A disuelta en etanol. En este estudio fueron necesarios tratamientos de

400-600 MPa a todas las temperaturas para inducir una destruccion del retinol.
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Segun diversos autores (Hayashi, 1989; Kimura et al., 1994), las altas
presiones hidrostaticas es el proceso tecnolégico que menos afecta a las vitaminas

hidrosolubles, lo que contribuye a conservar la calidad nutricional del producto.

2. 4. EFECTO DE LA ALTA PRESION SOBRE LOS
MICROORGANISMOS

Los primeros estudios sobre inactivacién de microorganismos por efecto
de la presion fueron realizados en Francia por Certes en 1884 y en EUA por Hite
entre 1899 y 1914, que investigaron la resistencia a la alta presion de los

microorganismos en alimentos (Hoover, 1993).

Las altas presiones inducen cambios de tipo morfoldgico, bioquimico y
genético, que tienen lugar en la membrana y en la parte celular de los
microorganismos. Ademas, provocan cambios en el funcionamiento y la

reproduccion de los microorganismos (Cheftel, 1992).

Se han observado varios cambios morfolégicos de las células bajo el
efecto de la presion como la compresion de las vacuolas de gas (Walsby, 1972), la
elongacion de la célula, la contraccion con formacion de poros y la modificacion
del nucleo (Cheftel, 1992).

En cuanto al material genético, éste se ve afectado a nivel de las enzimas
implicadas en la replicacion y transcripcion del ADN (Cheftel, 1992). Algunos
sistemas enzimaticos de los microorganismos son inhibidos o inactivados por la
presion, como es el caso de las deshidrogenasas en Escherichia coli a 100 MPa y

las carboxilasas de las levaduras a 400 MPa (Chong et al., 1985).

Segun Cheftel (1992), la destruccion celular puede ser causada por la
inhibicién de la ATPasa o por la cristalizacion en la membrana de fosfolipidos,

con cambios irreversibles en la permeabilidad celular y en el intercambio ionico.

La resistencia de los microorganismos a la presion varia

considerablemente, y depende de muchos factores, entre ellos: tipo de
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microorganismos (familia, especie, cepa) y fase de crecimiento en la que se
encuentre, temperatura, presion y tiempo del tratamiento, pH y composicién del
medio (Patterson et al., 1997; Carlez, 1994).

Las células vegetativas en fase de crecimiento son mas sensibles a la
presion que las celulas vegetativas en fase latente (Mackey et al., 1995). Las
células en fase latente son esféricas y mas pequefias que las que estan en la fase de
crecimiento; ademas, la acumulacion de componentes como las proteinas y los
carbohidratos, podria reducir el efecto de la presion en las células en fase latente
(Isaacs y Chilton, 1995). Las bacterias gram positivas, en general, son mas
resistentes a la presion que las bacterias gram negativas (Earnshaw, 1995). No
obstante, en un estudio mas reciente, Ludwig y Scherk (1997) no encontraron
ninguna relacion entre el tipo gram y resistencia a la presion, pero si con la
morfologia celular, afirmando que las bacterias méas sensibles son las que tienen
una forma bacilar y las mas resistentes son las que tienen una forma de cocos.
Otros autores también han mostrado la gran resistencia de los cocos a las altas

presiones (Earnshaw, 1995; Patterson et al., 1995; Patterson y Kilpatrick, 1998).

Las levaduras y los hongos son microorganismos muy sensibles a la
presion inactivandose a presiones de 200-300 MPa (Cheftel, 1995), mientras que
las esporas son muy resistentes y pueden sobrevivir a presiones muy elevadas
(>1000 MPa) (Sale y Gould, 1970).

Aunque las esporas son altamente resistentes a las altas presiones, éstas
pueden ser germinadas bajo presion. Este proceso lleva a la aparicion de células
vegetativas que son mas sensibles a la presion y a otros metodos de inactivacion
(Earnshaw, 1996). Presiones de 50-300 MPa son suficientes para producir la

germinacién de las esporas (Sale et al., 1970; Wuytack et al., 1997).

En general para inactivar las células vegetativas es necesario aplicar
presiones superiores a 200 MPa. Para la inactivacion de la mayoria de las
bacterias gram positivas se necesitan tratamientos de 500-600 MPa a 25 °C
durante 10 min, mientras que las gram negativas se inactivan con tratamientos de
300-400 MPa a 20 °C durante 10 min (Trujillo et al., 1997).
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Los virus son muy heterogéneos y su resistencia a la presion varia
considerablemente segun el tipo. Los virus ADN-proteina como los bacteriofagos,
son considerablemente reducidos a presiones de 300-400 MPa (Brauch et al.,
1990). El virus del VIH necesita un tratamiento de 10 min a 400-600 MPa para su
inactivacion (Otake et al., 1997). Algunos autores han comprobado que el virus
inactivado por altas presiones conserva sus propiedades inmunogenéticas, hecho
que posibilitaria la obtencion de vacunas con este tratamiento (Silva et al., 1992;
Pontes et al., 1997).

Por lo que respecta a los paréasitos presentes en diversas carnes y pescados,
como la triquina, la tenia y los nematodos, se conoce que son inactivados

mediante altas presiones (Cheftel, 1992).

2.5. APLICACIONES DE LAS ALTAS PRESIONES EN ALIMENTOS

El principal interés de la aplicacion de las altas presiones en los alimentos
se centra esencialmente en su capacidad de introducir cambios positivos en ellos
como la mejora de su conservacion, textura, etc., sin afectar al sabor, aroma o al

valor nutricional del producto original.

2. 5. 1. Aplicaciones en zumos de frutas y vegetales

Gran numero de trabajos muestran que es posible estabilizar los productos
acidos como zumos de frutas, productos derivados del tomate, concentrados de
zumos de frutas, mermeladas, y confituras por presurizacién a partir de 300 MPa a
temperatura ambiente (Basak y Ramaswamy, 1996; Porretta et al., 1995, Goodner
et al., 1998; Goodner et al., 1999; Castellari et al., 2000). La estabilizacion se
produce sin afectar a las caracteristicas fisico-quimicas del producto ni a su valor
nutricional, especialmente las vitaminas C y A, aunque para conseguir la

inactivacion de enzimas pectoliticos y polifenoloxidasas, enzimas muy resistentes
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a la presion, resulta necesario un tratamiento termico moderado que acompafie a la
presion (Farr, 1990).

Hite en 1914 mostré que el tratamiento de un zumo de frutas a 400 MPa
durante 30 min aseguraba su conservacion a temperatura ambiente, inactivando

levaduras, mohos y bacterias lacticas (citado por Hoover, 1993).

Kimura (1992) utilizé tratamientos de alta presién de 400-600 MPa en la
fabricacion de mermelada de fresa fresca, permitiendo la conservacién del 95 %
de la vitamina C contenida en la fresa fresca. Un panel de expertos catadores
valoro la confitura preparada bajo presion como de mucha mejor calidad respecto
a una mermelada obtenida tradicionalmente mediante los tratamientos térmicos

convencionales.

Diversos trabajos han estudiado el efecto de la presion sobre la textura de
diferentes productos vegetales y frutas. Fonberg-Broczek (1997) en un trabajo
sobre manzanas y fresas procesadas con alta presion, mostré que los analisis
sensoriales revelaron una mejor calidad de las frutas, buena consistencia, mejor
color y un aroma a frutas frescas, ademas de una mejor estabilidad microbioldgica
del producto en refrigeracion (3-5 °C). Otro trabajo sobre el efecto de la presion
en la textura y las actividades enzimaticas desarrolladas en algunos vegetales,
mostré que la viscosidad del zumo de tomate aumentaba considerablemente con la
presion, y que las actividades poligalacturonasa, PME y POD fueron afectadas por
presiones superiores a 500 MPa (Crelier et al., 1999).

Ogawa et al. (1990) estudiaron el efecto de la presién entre 100 y
600 MPa en zumo de mandarina (fresco, concentrado o desacidificado-
acidificado) que habian inoculado con diversas especies de levaduras y mohos.
Los resultados de este trabajo mostraron que tratamientos de 350 MPa durante
30 min o 400 MPa durante 5 min a temperatura ambiente, permitieron la
reduccién de la carga microbiana en 5 unidades logaritmicas con respecto a la
carga inicial. Goodner et al. (1999) consigui6 la estabilizacién microbioldgica y
enzimatica de un zumo de naranja durante 90 dias en condiciones de refrigeracion
tratando a 700 MPa durante 1 min.
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2. 5. 2. Aplicacidn de las altas presiones en productos lacteos y derivados

Se han realizado numerosos estudios relativos a la reduccion de la carga
microbiana de la leche. Se ha observado que el tratamiento de alta presion es
efectivo para retardar la acidificacion de la leche reduciendo la poblacion inicial
de microorganismos con una eficacia similar a una pasteurizacion de 72°Cy 15 s
(Mussa y Ramaswamy, 1997; Buffa et al., 2001). Otra aplicacion importante se
centra en la industria de los quesos, donde se ha demostrado que esta tecnologia
puede tener un gran potencial en este campo. Ademas de alargar la vida dtil del
producto fresco (Capellas et al., 1996), se pueden conseguir quesos con mejores
caracteristicas organolépticas y al mismo tiempo se puede obtener una reduccion
considerable del tiempo de maduracion del queso mediante presion (Saldo et al.,
2000; O’Reilly et al., 2000). También se ha descrito la fabricacion de quesos de
alta calidad a partir de la leche presurizada de cabra (Trujillo et al., 1999 a, b).

Diversos estudios han mostrado que la aplicacion de altas presiones
hidrostaticas a la leche de elaboracion de yogur incrementa la elasticidad de los
geles obtenidos, en comparacién a los elaborados a partir de leche pasteurizada, y
por otra parte reduce considerablemente la sinéresis de estos geles acidos
(Ferragut et al., 2000).

2. 5. 3. Aplicacion de las altas presiones en la carne, la carne de ave y sus
derivados

Ademas de la considerable mejora microbioldgica, comin para la mayoria
de los alimentos tratados por al alta presion, se producen otros efectos de especial

interés para la carne, la carne de pollo y sus derivados.

La alta presion rompe la membrana de los lisosomas y, por lo tanto, las
proteasas contenidas en ellos se liberan en el citoplasma (Homma et al., 1994).
Como consequencia de la desnaturalizacién causada por la presion, las proteinas
son mas sensibles a las proteasas sin que su valor bioldgico se vea alterado. Esto

mejora la digestibilidad y la disponibilidad, ademas de poder influir de forma
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positiva en el aroma y el sabor de la carne (Mertens, 1993; Suzuki et al., 1994).
Sin embargo, la carne y los productos carnicos no curados tratados por alta

presion son mas palidos (Cheftel y Culioli, 1997).

En general el tratamiento por alta presién aumenta y alarga la vida Gtil en
refrigeracion de la carne, la carne de pollo y sus derivados. A la vista de los
resultados obtenidos hasta el momento, las aplicaciones mas destacadas de la alta
presion a temperaturas moderadas en las industrias carnicas son: por una parte, la
elaboracion de productos cocidos y, por otra, el tratamiento de productos que han
estado manipulados después de su coccion.

Otras aplicaciones de la alta presion de gran interés se han centrado en las
carnes recuperadas mecanicamente (Yuste et al., 1999) y en la obtencion de
carnes reestructuradas y geles (Mandava et al., 1994). Las carnes reestructuradas
es un ingrediente habitual en las formulaciones de productos céarnicos y avicolas.
Estas carnes poseen Optimas propiedades nutritivas y funcionales, pero contienen
también una gran carga microbiana, y es precisamente en este Ultimo aspecto
donde las altas presiones presentan grandes ventajas frente a otras tecnologias. Por
otra parte, la alta presion, a pH y temperatura adecuados, puede aumentar la
cohesion entre particulas en productos picados o emulsiones, reduciendo
considerablemente la cantidad de NaCl y de polifosfatos afiadidos. Los geles
obtenidos por alta presion son mas uniformes, presentando mejor aspecto, textura,
y exudan menos que los obtenidos por calor (Gustin et al., 1997; Rubens et al.,
1997).

2. 5. 4. Aplicacion de las altas presiones en ovoproductos

La higienizacion del huevo liquido mediante altas presiones permite
aumentar la temperatura del proceso sin desnaturalizar las proteinas del huevo,
asegurando asi una mejor calidad microbioldgica (Ponce et al., 1998). La presion
actia de manera eficaz en la destruccion de microorganismos patogenos y
deteriorantes del huevo liquido, de manera que, en condiciones de refrigeracion se

puede obtener una vida util de 30 dias después de la aplicacion de tratamientos

34



INTRODUCCION

ciclicos de presion (450 MPa/3 ciclos de 5 min a 20 y 2 °C) en combinacion con
nisina (5 mg/l). La presion se presenta como una alternativa viable a la

pasteurizacion clésica del huevo liquido.

Una alternativa a los tratamientos térmicos en la obtencion de geles de
huevo de clara o yema, es la aplicacion de altas presiones. Los geles obtenidos
bajo presion retienen el color original, son mas blandos, brillantes y adhesivos
(Cheftel, 1992).

2. 5. 5. Aplicacidn de las altas presiones en pescados y derivados

En general, el sabor y el aroma después de la aplicacion de un tratamiento
de alta presion son similares a las del pescado fresco y en algunos casos, como
son las ostras, se consiguen incluso mejorar las caracteristicas organolépticas del

producto.

Como en el resto de alimentos, el tratamiento de alta presion produce una
disminucion de la carga microbiana del pescado alargando su vida atil (Ohshima
etal., 1993).

La alta presion es un método efectivo en la obtencién de geles de pescado.
Los geles de surimi obtenidos mediante alta presion poseen una superficie mas
lisa y brillante y retienen el aroma del producto crudo, en comparaciéon a los
obtenidos por calor (Denda y Hayashi, 1992; Yoshika et al., 1992).

2.6. EL GAZPACHO

Con el descubrimiento de América, a Espafia llegaron muchos productos
desconocidos que muy pronto se incorporarian a la cocina espafiola. Entre los
ingredientes nuevos sefialamos el tomate, el pimiento, la patata, el cacao, el maiz,
y muchos otros. El cultivo del tomate, fue el comienzo de la historia de los platos
tipicamente andaluces que podemos conocer con el nombre de los gazpachos.
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El gazpacho es quizd uno de los platos espafioles mas universalmente
conocidos por los extranjeros. Hoy dia, la presencia de la gastronomia espafiola en
muchos paises, contribuye a hacer del gazpacho una de las sopas frias espafiolas

mas conocidas.

La palabra gazpacho es sinbnimo de mezcolanza, confusion, batiborrillo,
revoltijo. Partiendo de unas reglas ambiguas, se realizan mil combinaciones
distintas segun el lugar, la época, la economia y sobre todo el gusto personal de

cada uno.

Etimolégicamente, es quizds un derivado mozarabe del prerromano
“caspa” (residuo, fragmento) por alusion a los pedazos de pan y verduras que

entran a formar parte en el gazpacho.

En los dltimos tiempos, el gazpacho ha sido reconocido como uno de los
alimentos mas representativos de la dieta mediterranea. En efecto, el gazpacho
tiene como materia prima una gran variedad de hortalizas, tiene presente todas las
vitaminas y multitud de compuestos antioxidantes, es fuente de fibra vegetal o
fibra dietética® soluble que se encuentra sobre todo en los vegetales e incluye
pectinas, gomas, mucilagos, y ciertos tipos de hemicelulosas y polisacaridos de

reserva.

El gazpacho tiene un contenido importante en sales minerales y glucidos,
asi como una serie de sustancias esenciales de interés fisioldgico como los
compuestos fendlicos presentes en hortalizas, que en muchos casos contribuyen al
color y al sabor que éstas poseen. Los compuestos fendlicos presentes en las
plantas poseen acciones farmacoldgicas y antioxidantes tal como se demuestra al

inhibir en ensayos in vitro la peroxidacion de los lipidos y las lipoxigenasas.

El tomate contiene un componente interesante que es el licopeno, dotado
de muy buenas propiedades antioxidantes. Es un compuesto que ha sido muy
estudiado ultimamente por sus efectos beneficiosos para prevenir el cancer y

algunas enfermedades coronarias. Este vegetal constituye el componente

? Fibra dietética es un término que hace referencia al total de los polisacéridos de la planta
que junto con la lignina son resistentes a la hidrolisis por enzimas digestivas del tracto
intestinal del hombre.
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predominante del gazpacho. Sin embargo, este producto esta expuesto a diferentes
alteraciones debido a las enfermedades causadas por la propia microbiota
(parésitos y bacterias) que induce cambios radicales en las caracteristicas y
parametros de calidad de este producto, y esencialmente por las alteraciones
enzimaticas que afectan al color, al sabor y sobre todo a la consistencia del tomate
y sus productos. El ajo, componente tipico del gazpacho dispone de propiedades
antibacterianas importantes para la salud. El resto de vegetales, tienen importancia
y utilidad en la dieta mediterranea con propiedades de alto beneficio alimenticio.
Todos estos ingredientes son bajos en calorias y ricos en fibra alimentaria.

La consistencia de los productos derivados del tomate (gazpacho, zumos
de tomate, salsas a base de tomate y ketchup) deriva especialmente de su
viscosidad y de la capacidad de que su porcién sélida permanezca en suspension a
lo largo de la vida Gtil del producto y evite la sinéresis (separacion de la pulpa y

suero). Estos parametros son fundamentales en la calidad de dichos productos.

Existen numerosos procesos tecnolégicos que se utilizan para mejorar la
consistencia y la calidad de los productos derivados del tomate estabilizando sus
fases y evitando la degradacion de las pectinas por las enzimas responsables, que
son fundamentalmente la PME y la poligalacturonasa. Entre ellos podriamos citar
los tratamientos térmicos convencionales, las microondas y el uso de las técnicas
de ultrafiltracion (Porretta y Leoni, 1990; Porretta et al., 1992).

La sinéresis es el defecto méas notable en los productos derivados del
tomate, ademas de las alteraciones microbioldgicas y organolépticas que se
producen por diversas reacciones enzimaticas como la accién de las PFOs vy las
PODs que afectan al color y al sabor, oxidando los lipidos presentes en el
producto, e incluso modificando su estabilidad. Los procesos tecnoldgicos
generalmente utilizados para evitar estos problemas son numerosos, entre ellos la
decantacion parcial por centrifugacion para eliminar el exceso del suero, y los
tratamientos convencionales de pasteurizacion aplicando altas temperaturas y
tiempos cortos para la inactivacion de enzimas. Sin embargo, estos tratamientos
producen alteraciones organolépticas como variaciones del color y del sabor, y
nutricionales como pérdidas de vitamina C y otros nutrientes. Por este motivo, y

también debido a la creciente demanda de parte de los consumidores de productos
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frescos derivados del tomate y con alta consistencia, actualmente las
investigaciones sobre los procesos de conservacion de zumos se encaminan hacia
otros tipos de tratamientos alternativos a los térmicos. Los mas importantes son
las altas presiones hidrostaticas (Watanabe et al., 1991; Horie et al., 1992; Oxen y
Knorr, 1993), los pulsos eléctricos (Sale y Hamilton, 1967 y 1968; Gaskova et al.,
1996; Qin et al., 1996) y la manotermosonicaciéon (Vercet et al., 2002). Estos
tratamientos consiguen tanto la inactivacién enzimatica como la destruccion

microbioldgica.

Existen pocos trabajos sobre la aplicacion de las altas presiones en
productos derivados del tomate, centrandose la mayoria de ellos en el estudio del

efecto de las altas presiones sobre la calidad del zumo o del puré de tomate.

Porretta (1995) en un estudio sobre los efectos de las altas presiones y la
calidad de los zumos de tomate, mostré que este tratamiento es un proceso
tecnologico muy eficaz para conseguir una buena estabilidad microbiologica y

fisico-quimica del producto, independientemente del pH del producto.

Otros estudios sobre la aplicacion de la alta presion en puré de tomate
(Hernandez y Cano, 1998) mostraron que un tratamiento combinado presién-
temperatura de 500 MPa a 60 °C era suficiente para asegurar la estabilizacion
enzimatica de la PME, PFO y POD del puré de tomate almacenado en
refrigeracion. Tangwongchai et al. (2000) estudiando el efecto de las altas
presiones sobre la textura del tomate y las enzimas responsables de su deterioro
(PME vy poligalacturonasa), mostraron que la aplicacion de presiones hasta 400
MPa causaron modificaciones visibles de la textura del tomate. Sin embargo,
presiones superiores a 400 MPa (500 y 600 MPa) produjeron menos dafios
texturales, siendo estas muestras muy parecidas al control. Estos autores
encontraron que la PME del tomate se mostr6 mas barotolerante que la PME
comercial purificada del tomate, donde un tratamiento de 600 MPa no llevé a una
inactivacion total de la enzima. Estos resultados concuerdan con los de Crelier et
al. (1999), quienes mostraron que la PME del tomate no se vi6 afectada por un
tratamiento de 500 MPa durante 15 min a 60 °C. Estos ultimos autores indicaron
que la alta presion conduce a la desestructuracion del tejido vegetal, lo que hace

que el zumo de tomate se muestre mas espeso y mas consistente.
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Mas recientemente, Krebbers et al. (2003) estudiaron el efecto combinado
de los tratamientos de alta presion y térmico sobre la consistencia, viscosidad,
color, actividad enzimatica y microbiota de un puré de tomate. Los tratamientos
de alta presion (300-700 MPa) a temperatura ambiente mejoraron el color y
viscosidad del producto en comparacion al tratamiento térmico de pasteurizacion,
mientras que la capacidad de retencion de agua no fue afectada. Los tratamientos
realizados a 700 MPa a temperatura ambiente redujeron los recuentos microbianos
hasta el limite de deteccion, causando por otra parte, la inactivacion parcial de la
poligalacturonasa y la activacion de la PME. Los tratamientos realizados a
temperaturas elevadas (>80 °C) a 700 MPa, si bien inactivaron totalmente las
enzimas (poligalacturonasa y PME), produjeron un descenso en la viscosidad del

producto.

2.7. EL ZUMO DE UVA

La vid europea (Vitis vinifera), un arbusto austero en agua y nutrientes y
generoso en fruto, ha sido conocido y apreciado por el hombre desde la remota
antigliedad, como fruta por sus buenas caracteristicas nutritivas, excelente sabor y
aroma, como vino resultado de la fermentacion alcohdlica del zumo de uva, por su

valor energético y por sus propiedades organolépticas y euforizantes.

Espafia, tanto por su clima y las caracteristicas de sus tierras de cultivo
como por su secular tradicion vitivinicola, se considera uno de los paises

productores de uva mas importantes.

2. 7. 1. Aspectos generales de la uva y métodos de clarificacion

La uva es una baya de composicion compleja. Cada grano contiene una
piel delgada y elastica denominada pericarpio. En la piel encontramos

componentes muy importantes como los pigmentos (amarillos y rojos) y diversas
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sustancias aromaticas. La piel protege el mesocarpio o pulpa, tejido que representa
la mayor proporcion del fruto y la parte méas utilizable para la elaboracion del

Zumo.

El zumo de uva se obtiene mecanicamente por el estrujado de las bayas. Es
un liquido turbio que contiene particulas en suspension formadas por celulosa y
materias pécticas de las paredes celulares. Es de sabor dulce, ligeramente acido y
de aroma agradable, cuyo color generalmente poco intenso, varia del amarillo

verdoso al amarillo dorado en las variedades de uva blanca.

Existen diferentes métodos de clarificacion del zumo de uva después del

estrujado:

e Clarificacion mediante clarificantes sintéticos y enzimaticos

Los clarificantes sintéticos ejercen una acciéon especifica sobre los
polifenoles del zumo de uva o vino. El tratamiento se efecta sobre aquellos vinos
0 zumos de uva que han modificado su color. Ejemplos de clarificantes sintéticos

son la polivinilpirrolidona (PVP) y la polivinilpolipirrolidona (PVPP).

Los clarificantes enzimaticos acttan hidrolizando las cadenas moleculares
de pectinas y glucanos, que no han podido ser degradadas en procesos anteriores.
Estos clarificantes se componen de glucanasas y de enzimas pectoliticas
comerciales. Estas Gltimas son las mas importantes debido a su uso comun y
frecuente en la industria de los zumos de frutas, y de las ventajas que brindan al
producto. En enologia, los avances tecnoldgicos de las enzimas pectoliticas
comerciales han sido objeto de numerosos estudios. Las enzimas pécticas dan una
gran transparencia al zumo (Ough et al., 1975), mejorando el flujo del zumo y
facilitando su filtracion. También se ha demostrado que estas enzimas influyen
posiblemente en el sabor y la calidad de los zumos de uva y vinos (Ough y Berg,
1974).

Ambos coadyuvantes de clarificacion representan una eficaz ayuda en la
preparacion de zumos de uva que se han de clarificar y, someterse a posteriores

tratamientos de filtracion.
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e Clarificacion por microfiltracion y ultrafiltracion

La microfiltracion y la ultrafiltracion son procesos de separacion por
membrana, y se utilizan en la concentracion o la depuracion de pequefias
particulas o macromoléculas sin la intervencion de los cambios de estado o de
altas temperaturas. Dichas separaciones son suaves y permiten la conservacion y
la integridad de los bio-compuestos. Estas tecnologias son de amplia aplicacion en

la industria agroalimentaria.

La microfiltracion, como técnica, consiste en hacer circular el liquido bajo
presion a lo largo de una membrana permeable al solvente, pero impermeable a
las particulas que se desean retener. Estd técnica se caracteriza por retener
especies cuyo tamario es del orden de micron (de 0,2-10 um) y un peso molecular
superior a 20.000 Da (Brulé et al., 1974) con unos elevados caudales del orden de
10%-10° I’h x m?. La microfiltracion se utiliza de forma general en operaciones de
clarificacién o de fraccionamiento de particulas suspendidas, en los intervalos

previamente indicados.

En los procesos de ultrafiltracién se retienen especies cuya masa molecular
es del orden de 10°-10° Da (Brulé et al., 1974), lo que corresponde a un didmetro
de moléculas del orden de 10-200 A o un tamafio molecular de 0,001-0,2 pm. Esta
técnica se emplea para concentrar, fraccionar o purificar especies de pequefio
tamarfio disueltas o en suspensién en un solvente (azcares, sales insolubles, etc.),
reteniendo macromoléculas no ionizables en suspension (proteinas, grasas y sales

insolubles).

Estas técnicas pueden ser utilizadas en la clarificacion y esterilizacion de
vinos y zumos de uva, reemplazando todas las filtraciones sucesivas que se estan
empleando actualmente. Durante la aplicacion de estas técnicas, las levaduras y
las bacterias serian retenidas por membranas de microfiltracion, y los
polisacaridos por membranas de ultrafiltracién. Sin embargo, pocos trabajos han
estudiado la influencia de la microfiltracion y de la ultrafiltracion sobre la
composicion de los vinos y zumos de uva, asi como sobre su color (Gaillard y
Berger, 1984).
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Existen otros métodos de clarificacion y su uso se puede combinar o
complementar con los métodos citados anteriormente, tales como el uso de la
bentonita y gel de silice, la clarificacion azul, carbon activo y moléculas orgénicas

(albuminas, alginatos, caseinas, gelatinas, etc.,).

2. 7. 2. Composicién del zumo de uva

Los componentes mas importantes del zumo son esencialmente los
azlcares y los é&cidos organicos, siendo variables los contenidos de estos

componentes segun el estado de madurez y variedad de uva.

e Az(cares

El contenido de azUcares es importante tanto por el valor comercial de los
zumos de uva como para la elaboracion del vino. Los azlcares del zumo de uva se
limitan a la glucosa y la fructosa que representan el 95 % de los azUcares totales
del zumo de uva. La mayor o menor concentracién de azucares influye en el grado
de aceptacion sensorial del zumo y en la riqueza alcoholica potencial del vino, al
igual que la relacion azlcar/acidez que se puede considerar un factor de calidad de

primer orden a la hora de evaluar un zumo para su consumo como tal.

e Acidos organicos

La acidez de la uva en su estado de madurez se debe principalmente al
acido L-tartarico, acido caracteristico y tipico de este fruto. Se encuentra en gran
parte en forma de sal &cida de potasio o bitartrato potasico. Esta sal es poco
soluble y precipita con facilidad en el zumo de uva y vino formando vistosos
cristales muy caracteristicos, afectando al grado de aceptacion sensorial de estos

productos. Los &cidos malico y citrico, aunque son de menor importancia en el
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zumo de uva, constituyen conjuntamente con el acido tartarico el 95 % de los

acidos organicos.

e Enzimas

Son numerosas las enzimas encontradas en la uva, de las cuales podemos destacar
las oxidasas que ejercen su accién sobre muchas substancias oxidables y, en
particular, sobre los polifenoles y la materia colorante. Los polifenoles del zumo
de uva son expuestos y estan sujetos a una oxidacion por la accion de las
tirosinasas contenidas de forma natural en la uva, y de la lacasa producida por
Botrytis cinerea. Las enzimas pectoliticas comprenden una PME que libera
alcohol metilico de los grupos carboxilicos metilados de la cadena
poligalacturdnica, y una poligalacturonasa que escinde la cadena poligalacturonica

liberando &cido galacturénico monémero.

2. 7. 3. Técnicas de conservacion del zumo de uva

La estabilizacion microbioldgica en enologia es uno de los problemas mas
destacados y preocupantes en la conservacion de vinos y principalmente de los
zumos de uva, debido a su particular composicién y sus caracteristicas fisico-
guimicas y especialmente a su alto contenido en azlcares y su rapida accion

fermentativa. Las técnicas de conservacion normalmente utilizadas son:

e El sulfitado

La adicion de agentes quimicos como el dioxido de azufre (SO,),
conservador quimico clasico de zumos de uva, en dosis del orden de los 1000
mg/l, como antioxidante evitando el pardeamiento quimico y enzimatico, y como
antiseptico evitando la fermentacion, se ha mostrado muy util en enologia, y ha

permitido conseguir buenos resultados de conservacién. Sin embargo el SO; es
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eficaz solamente bajo su forma libre y puede, en muchos casos, combinarse con
otros componentes del vino, lo que lleva a una posible fermentacion y una
posterior formacién de compuestos sulfurosos que pueden alterar el aroma vy el
sabor de estos productos. Debido a las incertidumbres relativas a la toxicologia de
SO, y de los sulfitos, es necesaria la investigacion de nuevos métodos para la

conservacion de zumos de uva y vinos.

e La pasteurizacion

La aplicacion de 87 °C durante 30 s o de tratamientos térmicos
equivalentes con un enfriamiento posterior hasta 15 °C en zumos de uva, permite
conseguir un buen control microbiologico asi como una inactivacion enzimatica
suficientes para estabilizar el producto. Sin embargo, en el caso de zumos de uva
y vinos, asi como otras bebidas de frutas refrescantes, estos tratamientos producen
cambios negativos en la composicion y las caracteristicas organolépticas (sabor,

aroma, color, etc.) del producto.

También se han utilizado otros métodos en la conservacion del zumo de
uva para poder suministrar un producto de calidad a las instalaciones envasadoras,

entre ellos:

- El almacenamiento a bajas temperaturas: la congelacion a —18 °C permite
conservar la calidad de los zumos de forma muy satisfactoria, pero es un proceso

caro.

- La conservacion bajo presion de carbénico, conocido por el método de
Bohl para el almacenamiento de grandes cantidades de zumos de manzana y de
uva, consiste en saturar el producto con dioxido de carbono. Para ello el zumo
tiene que estar a una presion de 0,7-0,8 MPa y una temperatura de 15 °C que es la
temperatura minima recomendable para inhibir el desarrollo de las levaduras. Bajo
estas condiciones el diéxido de carbono no inactiva enzimas ni inhibe el
desarrollo de muchas bacterias, especialmente las lacticas, por lo que los zumos

pueden presentar alteraciones organolépticas.
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- El almacenamiento aséptico en atmaésfera de nitrogeno: el zumo se enfria
rapidamente por bombeo a través de un circuito de intercambio térmico, y se
almacena, bajo condiciones estériles, en grandes depositos de acero inoxidable
bajo atmdsfera de nitr6geno con ligera sobrepresién. El nitrogeno, por ser un gas
inerte, se utiliza para sustituir la atmodsfera del aire en el espacio de cabeza del
depdsito y evitar posibles alteraciones del producto por oxidacion. Si la
temperatura de almacenamiento se sitla por debajo de 15 °C, se consigue
conservar el zumo de uva de forma satisfactoria pero se requiere una vigilancia

muy extremada para evitar contaminaciones.

2. 7. 4. Algunas aplicaciones de las altas presiones sobre el zumo de uva

El creciente interés por la aplicacion de las altas presiones sobre productos
vegetales y zumos de frutas en los Gltimos afios, ha hecho de esta emergente

tecnologia una buena alternativa a los tratamientos térmicos y aditivos quimicos.

Como se ha indicado anteriormente, la estabilizacion microbiologica de
los zumos de uva y vinos es uno de los grandes problemas en enologia,
especialmente por las consecuencias organolépticas e higiénicas debidas a los
tratamientos térmicos y quimicos. La alta presion se ha propuesto también como
método de conservacion y estabilizacion microbiolédgica de vinos y zumos de uva
a temperaturas de refrigeracion, ambiente 0 moderada (< 50 °C), prolongando su

vida (til sin alterar las caracteristicas organolépticas del producto.

Existen pocos trabajos sobre la aplicacion de la alta presion sobre el zumo
de uva, centrandose la mayoria de ellos en estudios de estabilidades enzimaticas y

microbiologicas de este producto.

Delfini et al. (1995) investigaron la estabilizacion microbioldgica y las
caracteristicas organolépticas del zumo de uva (pH 3,0; SO, y alcohol etilico
totalmente ausentes) tratado por alta presion, y del vino obtenido a partir de este
zumo de uva (pH 3,0 y 3,5; 8,22 % alcohol; 64 mg/l de SO,). EI zumo de uvay el

vino fueron inoculados hasta una concentracion de 6 log (UFC/ml) de 13 cepas de
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levaduras vinicas, y cepas de Lactobacilus spp., Acetobacter spp. y Botrytis
cinerea en forma vegetativa y esporulada. Los resultados mostraron que a 600
MPa los microorganismos habian sido totalmente destruidos en el vino. En el
zumo de uva se encontraron algunos Schizosaccharomyces pombe vivos. Sin
embargo no se encontraron diferencias significativas en el sabor o el olor entre el
control y las muestras presurizadas después de 90 dias de almacenamiento. Otro
trabajo de Lonvaud-Funel et al. (1994) mostré que la aplicacion de un tratamiento
de 300 MPa durante 10 min a temperatura ambiente sobre un vino blanco, dio
como resultado la detencion total de la fermentacion. Todas las levaduras fueron
inactivadas por el tratamiento, no detectandose efecto alguno sobre la
composicion del vino. Tonello et al. (1995) mostraron que las levaduras del zumo
de uva se inactivaron con tratamientos de 250 MPa, alcanzando una inactivacion
de 2 log (UFC/ml) con la aplicacién de 300 MPa durante 30 s. EI mismo
tratamiento de presion, pero durante 6 min indujo una inactivacién total de 6 log
(UFC/mI) de las levaduras.

Castellari et al. (2000) estudiaron la estabilidad del color del zumo de uva
obtenido a partir de uva blanca, tras la aplicacion de alta presion, mostrando que
tratamientos de 300 MPa no tuvieron ningun efecto sobre el color del zumo de
uva y que tratamientos de 600 y 900 MPa frenaron el pardeamiento enzimatico
asociado a la oxidacion de los compuestos polifendlicos. El analisis sensorial

indico que la alta presion mejora el aroma y el sabor de estos zumos.

En otro trabajo realizado en zumo de uva Moscatel, Amati et al. (1996)
mostraron que un tratamiento de 900 MPa durante 2 min a temperatura ambiente
estabilizé el color del producto durante 22 dias. También se obtuvo una buena
estabilidad del color con un tratamiento a 600 MPa durante 10 min. Estos
tratamientos tuvieron poco efecto sobre la composicion del zumo de uva. Sin
embargo, para llegar a una inactivacion completa de la PFO fue necesario
combinar tratamientos de alta presion (900 MPa) con temperaturas moderadas
(40-50 °C).
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MATERIALES Y METODOS

3.1. EL GAZPACHO

3. 1. 1. La materia prima
En la elaboracién del gazpacho se utilizaron los siguientes vegetales:

tomate, pepino, pimiento y ajo, ademas de otros ingredientes necesarios para su

preparacion como agua, vinagre de vino, sal y aceite de oliva.

3. 1. 2. Formulacion

Ingredientes Cantidad en g/l
Tomate 5009

Pepino 3009

Pimiento 150 g

Ajo 69

Sal 60

Aceite de oliva 80 ml

Agua 150 ml

Vinagre hasta pH 4,1-4,2

3. 1. 3. Preparacion del gazpacho

Brevemente, el diagrama de flujo de la preparacion del gazpacho se
muestra en la Figura Il1. 1. Se realizo un buen lavado de los vegetales con agua y
se procedié al pelado del ajo y del pepino. Después los vegetales fueron troceados
y trasladados al recipiente de trituracion de un homogenizador electromecanico
(Kenwood Major 250), equipo que fue utilizado para triturar los vegetales. A

continuacion, la mezcla se filtrg a través de un tamiz apropiado, y se afiadio agua,
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sal y aceite de oliva segun las proporciones indicadas en el apartado anterior. El
pH fue ajustado con el vinagre a un valor entre 4,1 y 4,2. La mezcla fue
homogeneizada durante 15 min. Una vez preparado el gazpacho, éste fue
almacenado en botellas de plastico a temperatura de refrigeracion (4 °C). El

gazpacho fue elaborado en tres ocasiones independientes.

Recepcion de la materia
prima (vegetales)

\ 4

Lavado de los vegetales y
pelado del ajo y pepino

l

Trituracion de todos los
vegetales

|

Filtracion de la mezcla
mediante tamiz

Adicién de sal, | .
vinagre, agua y «— [ Ajuste del }
aceite de oliva v pH 4,1-4,2
Homogenizacién 15 min a
25°C

Gazpacho preparado
para tratar

Figura III. 1. Diagrama de flujo de la elaboracion del gazpacho
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3. 1. 4. Tratamientos de alta presion

Se utilizd un equipo piloto de alta presién isostatica discontinuo de
Alsthom ACB-GEC (Nantes, Francia) con un cilindro de 10 cm de didmetro y
30 cm de altura (2 | de capacidad) (Figura Ill. 2.). La presién maxima alcanzada
por el equipo piloto es de 500 MPa, el tiempo necesario para alcanzar esta presion
es de 120 s y el tiempo de descompresidn oscila entre 30 y 60 s. La temperatura
de tratamiento fue controlada por termoestatizacion del recinto de presurizacion y
del agua contenida a través de un bafio de calentamiento y un equipo de

refrigeracion con recirculacion.

Las muestras de gazpacho fueron colocadas en recipientes de plastico
flexibles de polietileno de baja densidad (Azlon, Bibby, Sterilin Ltd, Stone, Reino

Unido) con tapa de rosca de polipropileno.

| 3

Y

Figura IIL. 2. Equipo discontinuo de altas presiones (ACB, Nantes, Francia)
del Centre Especial de Recerca Planta de Tecnologia dels Aliments (CERPTA).
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Posteriormente las muestras fueron tratadas a 400 y 500 MPa durante
tiempos de 15 y 30 min a 25, 45 y 50 °C, dando lugar a doce tratamientos

diferentes de alta presion. Se utilizaron muestras sin tratar como muestras control.

Las muestras se guardaron en refrigeracion (4 °C) hasta su posterior
analisis. Todos los tratamientos fueron realizados por duplicado y fueron

analizados a los dias 1, 15 y 30 tras el tratamiento.

3. 1. 5. Analisis enzimatico

En todas las muestras se llevaron a cabo las determinaciones de actividad

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

Para ello, se realiz6 la puesta a punto de las técnicas de extraccion y
analisis de estas enzimas en los componentes del gazpacho por separado (tomate,

pepino, pimiento y ajo) y en el gazpacho.

3. 1.5. 1. Extraccién de la PME

La extraccion de la PME se realizd mezclando los ingredientes
individuales (tomate, pepino, pimiento o ajo) triturados, o bien el gazpacho con
una solucién de NaCl al 8,8% (p/v) en proporcion de 10 g producto en 30 ml de la
solucion. Para realizar esta operacion los ingredientes y el NaCl se mantuvieron a
temperatura de refrigeracion a (4 °C) para minimizar las pérdidas de actividad
(Lee y Macmilan, 1968). Posteriormente la mezcla fue triturada y homogeneizada
con ayuda de un homogenizador electromecanico (Diax 900, Kehlheim,
Alemania) y centrifugada a 15000 rpm, durante 30 min a 4 °C. Finalmente el
extracto fue almacenado en tubos en congelacion a una temperatura aproximada
de —20 °C hasta el momento de andlisis. Previamente se comprobd que estos

extractos no perdieran actividad enzimética durante el tiempo de congelacion.
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3. 1. 5. 2. Medida y expresion de la actividad de la PME

Para medir la actividad enzimatica de la PME se utilizd un ensayo
espectrofotométrico en continuo que se basa en la variacion de color del colorante
azul de bromotimol con el pH, que es modificado por la produccion de acido por

parte de la PME al actuar sobre la pectina (Hagerman y Austin, 1986).

Los reactivos, su concentracion, asi como los volimenes utilizados durante

el ensayo enzimatico se recogen en la siguiente tabla:

Solucidn de pectina de origen citrico (Sigma, Steinheim, Alemania) al 0,5%

. 2 mi
(p/v) en agua destilada
Solucion de azul de bromotimol (Sigma), al 0,01% (p/v) en tamp6n fosfato 150 ul
potasico 3 mM a pH 6,5 H
Agua destilada 830 pl
Extracto enzimatico 20-25 pl

Todos los reactivos se llevaron a pH 7,5 para que el pH inicial fuera
siempre el mismo y los resultados fueron reproducibles (Hagerman y Austin,
1986).

La analitica enzimatica fue seguida con un espectrofotometro de doble haz
(Cecil 9000, Cambridge, Reino Unido) a una longitud de onda de 620 nm y una
temperatura de 25 °C.

La actividad enzimatica se expresdé como AAg,o/min x ml extracto.

3. 1. 5. 3. Extraccion de la PPO y POD

La extraccion de la PPO y POD se realiz6 mezclando 10 g de la muestra
con 20-25 ml de tampon fosfato 0,2 M a pH 6,5 afadido de 4% (p/v) de
polivinilpolipirolidona (PVPP) y 1% (v/v) de triton X-100. Esta mezcla fue
homogeneizada (Diax 900, Heidolph) durante 3 min con intervalos de 30 sy a

temperatura de refrigeracion, después fue centrifugada a 15000 rpm a 4 °C
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durante 30 min (Cano et al., 1997). Las muestras fueron almacenadas en

congelacion de la misma manera que para la PME.

3. 1.5. 4. Medida y expresion de las actividades PFO y POD

En la determinacién de las actividades PFO y POD se utilizaron ensayos
espectrofotométricos (Cano et al., 1997). Los reactivos, su concentracion, asi
como los volimenes utilizados durante el ensayo enzimatico de la POD se

detallan en la siguiente tabla:

Tampon fosfato 0,05 M a pH 6,5 2,7 ml
Donador de hidrégeno: p-fenilendiamina al 1% (p/v) 100 pl
Extracto enzimatico 25 pl

Agua oxigenada al 1,5% (v/v) 100 pl

La lectura se realizd a 485 nm a 25 °C.

Para la PFO se utilizaron los reactivos siguientes:

Solucion de catecol 0,07 M en tampdn fosfato 0,05 M a pH 6,5 3ml
Extracto enzimatico 75 pl

La lectura se realizdé a 420 nm a 25 °C. Las actividades enzimaticas se

expresaron como UA/min x ml extracto.
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3. 1. 6. Analisis microbiologico

3. 1. 6. 1. Recuentos microbianos en el gazpacho

Se realizé un seguimiento de 30 dias en el gazpacho tratado por alta
presion y el gazpacho control almacenados a 4 °C. El gazpacho fue diluido (1/10,
v/v) en tubos estériles con solucién de Ringer diluida 1/4 (v/v) con agua. Los
recuentos totales se realizaron por duplicado en placa con medio PCA (Plate
Count Agar) incubados a 30 °C durante 72 h. Los recuentos de las bacterias
lacticas se hicieron en MRS agar (De Man, Rogosa, Sharpe) por duplicado
incubados a 30 °C durante 72 h. Las levaduras y mohos fueron determinados en
SAB agar (Sabouraud) incubando 5 dias a 28°C. La deteccion limite fue de
1 UFC/ml excepto para SAB que fue 10 UFC/ml. Tambien se establecio un
seguimiento de 30 dias en una marca del gazpacho industrial, realizando los
recuentos totales (PCA) y de microbiota lactica (MRS). Todos los medios de

cultivo fueron de Oxoid (Bakingstoke, Reino Unido).

3. 1. 7. Analisis fisico-quimico

3.1.7. 1. Medida del pH

Se realizaron medidas del pH mediante un pHmetro (Crison, Alella,

Esparia) calibrado a temperatura de 20 °C.

3. 1. 7. 2. Determinacion de la proteina

Se realiz6 por el método de Kjeldahl mediante el sistema de digestion en
bloque (AOAC, 1990).

55



MATERIALES Y METODOS

3. 1. 7. 3. Determinacién del extracto seco

El porcentaje de extracto seco del gazpacho se obtuvo por desecacion de

las muestras hasta peso constante (AOAC, 1990).

3. 1. 7. 4. Andlisis de grados Brix

Se realizé la medida del indice de refraccion y conversion a grados Brix
con un refractbmetro (EURF490 Abbe, USA) provisto de un equipo de

termoregulacion para mantener la temperatura a 20 °C.

3. 1. 7. 5. Andlisis de color del gazpacho

Los cambios de color producidos por los tratamientos y durante el
almacenamiento del producto, se evaluaron utilizando un colorimetro de
superficie de esfera integradora Miniscan XE (Hunterlab, Reston, Virginia, USA).
Las muestras se depositaron en un contenedor cilindrico de 5 cm de diametro y
3 cm de alto. El iluminante utilizado fue el FCW y el obsevador 10°. Se utiliz6 la
escala Hunterlab: L* = luminosidad de negro (0) a blanco (100), a* = color desde
rojo (+) a verde (-) y b* = color desde amarillo (+) a azul (-). El software del
equipo calculd AE = (AL*+Aa*+Ab%)*?, media de la diferencia de color de una

muestra respecto a un patron, que en nuestro caso fue el gazpacho control.

3. 1.7. 6. Evaluacion reoldgica

Las medidas reoldgicas se realizaron con un redmetro Thermo Haake RS1
(Thermo Haake, Alemania), utilizando un sensor de cilindros concéntricos (Z 34
DIN Ti, espacio entre cilindros 7 mm). Se realizaron curvas de flujo en el
intervalo de gradientes de velocidad de 0 a 100 s obteniéndose las curvas

ascendente y descendente en un tiempo total de 120 s.

A partir de la curva ascendente obtenida se ajustd el modelo de Oswald de

Waele o ley de Potencia (6=K-") y se calcularon el indice de consistencia (K) y
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el indice de comportamiento al flujo (n). Asimismo, a partir de la representacion
de las curvas ascendente y descendente del ensayo de flujo se obtuvieron los
valores curvas-gradientes al area de histéresis para cada muestra. Los ensayos se

realizaron por triplicado.

3. 1. 7. 7. Andlisis organoléptico del gazpacho

Se evaluaron diferentes caracteristicas organolépticas (color, sabor, acidez,
viscosidad, presencia de sabores extrafios y homogeneidad) en los gazpachos
tratados a 500 MPa durante 30 min a 45 y 50 °C y del gazpacho control, mediante
las escalas estructuradas de diez puntos, segun se especifica en la Figura Ill. 3.
También se realizaron pruebas triangulares de los gazpachos tratados y control,
con el fin de detectar diferencias entre los gazpachos presurizados y no
presurizados. Estas pruebas sensoriales se realizaron en los dias 1, 15 y 30 de

conservacion del producto utilizando el formulario de la Figura Il1. 4.

Los catadores fueron miembros no entrenados del personal de la facultad,

familiarizados con este tipo de producto y analisis.

3. 1.7. 8. Andlisis estadistico

Se realizd un anélisis de la varianza (ANOVA) utilizando un GLM
(modelo linear general) del paquete estadistico SAS para Microsoft Windows
version 6.11 (SAS Inc., Centre de Calcul, UAB) para el analisis de los datos de
enzimas, asi como del color del gazpacho. Se utilizaron dos tipos de tests
diferentes para obtener comparaciones: el Duncan’s y el Student-Newman-Keuls.

La evaluacion fue basada sobre el nivel de significacion de P< 0,05.

Para el andlisis de datos del test triangular de la prueba organoléptica, la
probabilidad de escoger la muestra correcta al azar es p = 1/3. Se utilizo la Ji-
cuadrada para determinar si las comparaciones entre muestras que generan la

prueba triangular es significativamente diferente o no. La formula de Ji-cuadrada
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adecuada que involucra un grado de libertad (g.l. = 1), es llamada Ji cuadrada
ajustada:

2 _ (X1 - np| - 0,5)°

x np (1-p)
Donde:

X = numero de opiniones acertadas

n = numero total de ensayos practicados o numero de jueces por repeticiones
efectuadas.

p = probabilidad del éxito en un ensayo unico.
g = (1 - p) = probabilidad de la falta en un ensayo unico.

0,5 = factor de correccion por continuidad para Ji-cuadrada ajustada. El factor de
correccion se aplica sélo para un grado de libertad en el cual los resultados se
consignan como “acierto” y “falta”.

Nombre:
Fecha:

Después de examinar detenidamente estas muestras, indica cual de las muestras
es la diferente en cada triada:

Codigo muestras Cadigo de la muestra diferente

Figura III. 3. Formulario utilizado en las pruebas triangulares.
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Nombre:

Fecha:

Evalua el color, sabor, acidez, viscosidad, presencia de sabores extrafios asi como la

homogeneidad de estas muestras colocando el codigo de las muestras en la notacién de

la escala situada al lado de cada atributo.

Codigo muestras:

Color: - | | | | | | | | | | +
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sabor: - | | | | | | | | | *
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Acidez: T I I I I I I I I | +
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Viscosidad: - | | | | | | | | |+
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sabores extrafios: | I I I I I I I I | +
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Homogeneidad: - | | | | | | | | | | +
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura III. 4. Formulario para la evaluacion sensorial de los gazpachos a través

de escalas estructuradas.
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3.2.ZUMO DE UVA Y ELABORACION DEL VINO

3. 2. 1. Procedencia y almacenamiento de la uva

Las uvas se obtuvieron en el mes de octubre y pertenecieron a la variedad
de uva blanca Parellada, muy utilizada para la elaboracién de zumos de uva y

vinos en la zona del Penedes.

El fruto de la vid es muy exigente y necesita unas condiciones muy
estrictas de transporte y almacenamiento para obtener una buena calidad en el
zumo elaborado. Asi, las uvas fueron almacenadas inmediatamente en una camara

a 6 °C hasta su posterior utilizacion.

3. 2. 2. Elaboracion del zumo de uva

La Figura Ill. 5. muestra el diagrama de flujo de la elaboracion del zumo
de uva. Las uvas fueron tratadas con acido L-ascorbico (E-300) en cantidad de
1g/kg como antioxidante antes de ser procesadas, para evitar reacciones de
pardeamiento del zumo de uva durante su elaboracién debido a la oxidacion de los

compuestos fendlicos presentes en la piel y el hollejo de las uvas.

Antes de pasar al prensado, se realiz6 un estrujado de las uvas mediante
una estrujadora mecanica que permitié romper los granos de uva sin aplastar las
pepitas, permitiendo un rendimiento mejor. En el prensado, se utiliz6 una prensa
hidraulica compuesta por una bomba axial que hinchdndose con agua hizo presion
sobre los granos de uva estrujados, lo que hizo fluir el zumo dejando los hollejos

con pieles, raspon y pepitas como residuo.
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Uva blanca (Parellada)

1 g/kg ac
ascorbico w
A

Estrujado

y

h 4

Prensado de la
masa

A

Clarificacion del zumo
de uva

Enzimas pectoliticas Microfiltracibn con membrana
(Uvazym 1000S) ceramica de 0,8 um de poro

20hal14°C

Zumo de uva
microfiltrado (MC)

Zumo de uva clarificado
mediante enzimas (CE)

Figura III. 5. Diagrama de flujo de la elaboracion del zumo de uva blanca

El zumo obtenido fue rapidamente recogido y guardado a temperaturas de
refrigeracion (4 °C) donde fue separado en dos lotes para su decantacion y
posterior clarificacion. EI zumo de uva fue elaborado en el Institut Catala de la
Vinya i el Vi (INCAVI, Vilafranca del Penedes, Barcelona).
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3. 2. 3. Clarificacion del zumo de uva

El primer lote de zumo de uva fue tratado con enzimas pectoliticas
(Uvazym 1000S, Esseco, Espafia) en proporcion de 0,02 g/l, dosis recomendada
por los fabricantes. EI zumo de uva fue clarificado durante 20 h a 14 °C,

decantado y almacenado en botellas estériles a 4 °C.

El segundo lote fue filtrado a 4 °C mediante un equipo de microfiltracion
con membrana cerémica (Membrana W6, KOOW685, KERASEP™, TECH-SEP,
Francia) con poros de 0,8 um de diametro, después de mantener el zumo de uva
toda la noche en frio. EI zumo de uva obtenido fue directamente almacenado en
pequerias botellas estériles hasta su posterior tratamiento o analisis. Los zumos de

uva clarificados fueron elaborados en tres ocasiones.

3. 2. 4. Tratamiento de altas presiones

En el tratamiento de los zumos de uva, se utiliz6 el mismo equipo piloto de
altas presiones para el gazpacho. Las muestras del zumo de uva fueron colocadas
en recipientes de plastico flexibles de polietileno de baja densidad para transmitir
la presion (Azlon) con tapa de rosca de polipropileno. Se utilizaron muestras sin

tratar como muestras control.

Posteriormente las muestras de zumo de uva fueron tratadas a 400 MPa a
2 y40°C y 500 MPa a 2 °C durante 10 min, dando lugar a tres tratamientos

diferentes de cada lote de zumo de uva y dos controles.

Las muestras se guardaron en refrigeracion 4 °C hasta su posterior analisis.
Todos los tratamientos fueron realizados por duplicado y fueron analizados cada

15 dias durante un periodo de 60 dias.

62



MATERIALES Y METODOS

3. 2. 5. Elaboracion del vino

El zumo de uva fue tratado ligeramente con enzimas pectoliticas para ser
desfangado. A continuacion fue separado en dos lotes para realizar una
clarificacién enziméatica (CE) y una microfiltracion por membrana (MC).
Posteriormente, el zumo fue sometido a un tratamiento de alta presion
500 MPa/2 °C durante 10 min. A parte se separaron dos lotes con los mismos
tratamientos de clarificacién pero sin ser presurizados, los cuales se utilizaron

como controles.

A todos los lotes de zumo de uva se afiadié una pequefia dosis de SO,
(0,6 ml/l) durante el desfangado, para evitar la oxidacién y el desarrollo de
microorganismos indeseables durante la vinificacion. El diagrama de flujo de la

Figura I11. 6 muestra las etapas de la elaboracion del vino.

Se utilizaron levaduras secas activas (Saccharomyces bayanus, con
caracter “killer”) (INA, Paris-Grignon, Ref. IOC 18-2007) para la vinificacion a
dosis de 0,2 g/l. Para su uso, las levaduras fueron diluidas en un poco de agua
tibia a 35 °C y una cantidad muy pequefia de zumo de uva para favorecer la
actividad y la aclimatacion de las levaduras en un medio azucarado. Después de
15 min a temperatura ambiente, la mezcla fue afiadida poco a poco a las muestras

con una agitacion leve para empezar la vinificacion.

Durante el proceso de la fermentacion los diferentes lotes de zumo de uva
fueron almacenados en botellas estériles con boca ancha a 18 °C. Las botellas
dispusieron de un protector plastico perforado para favorecer la expulsion de CO,.
La temperatura fue controlada durante todo el proceso de fermentacién y la
densidad fue medida cada dos dias a fin de establecer una curva de fermentacion.
La vinificacion se realiz6 en una ocasion y por duplicado. Después de finalizar la
fermentacion, los vinos obtenidos fueron filtrados en papel Whatman n° 4
(125 mm Milipore Cat No 1004, Maidstone, Reino Unido) y trasladados a botellas
de vino oscuras y almacenados a 4 °C para su conservacion durante un tiempo de

2 meses antes de proceder a su analisis organoléptico y fisico-quimico.
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Sulfitado (0,6 ml/l)

Uva blanca variedad
Parellada

Estrujado mecénico y prensado
(+1g/kg de ac. ascorbico)

S
A 4

[ Zumo de uva ]

Desfangado con enzimas
pectoliticas (0,02 g/l)a4°C, 2 h

|

—»4—
Zumo de uva W ( Zumo de uva clarificado por
microfiltrado (MC) J L enzimas pectoliticos (CE)
A\ 4 A
Zumos de uva MCy CE Zumos de uva controles MC y
presurizados a 500 MPa/ 2 °C/ 10 min CE

A

Y

Fermentacion a 18 °C
} durante 15 dias

A 4

Zumos de uva
fermentados

<«— Filtracion y embotellado

Conservacion 2
meses a 4 °C

L
4{ Vinos Jovenes ]

Figura III. 6. Diagrama de flujo de la elaboracion del vino

3. 2. 6. Analisis microbiolégico

3. 2. 6. 1. Recuentos microbianos en el zumo de uva

Se realiz6 un seguimiento de 60 dias en las muestras tratadas por alta

presion y los controles de los diferentes zumos de uva almacenados a 4 °C. Los
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recuentos se realizaron en PCA (Plate Count Agar), MRS agar (De Man, Rogosa,

Sharpe) y SAB agar (Sabouraud) de la misma manera que en el gazpacho.

3.2 .6. 2. Anélisis microbioldgico en el vino

Se recogieron muestras del vino durante el cuarto dia y en el tltimo dia de
la fermentacion para el aislamiento y la identificacion de las levaduras. Se
tomaron alicuotas de 0,1 ml cada una, de varias diluciones y se dispusieron en
placas agar de extracto de malta (Oxoid). Las placas fueron incubadas durante
5 dias a 28 °C. Las colonias de levaduras fueron aisladas y caracterizadas segun el
metodo de Barnett et al. (1983).

3. 2. 6. 3. Aislamiento del ADNmt y analisis de restriccion RFLP-mtDNA

De cada una de las muestras separadas durante el proceso de la
fermentacion de todos los lotes de vino, se aislaron 12 colonias de levaduras para
un analisis de su ADNmt. Un total de 92 colonias fueron analizadas en el
INCAVI, y sus perfiles ADNmt fueron determinados por el método de Querol et

al. (1992 a, b) segun se describe a continuacion.

Las cepas de levaduras se introdujeron en microviales con 1,5 ml de medio
YEPD (1% de extracto de levadura, 2 % de peptona semilla de sojay 2 %
glucosa), incubandose posteriormente durante 18-24 h a 26-28 °C. El cultivo fue
centrifugado a 14.000 rpm durante 3-5 min. El sobrenadante fue decantado y el
precipitado resuspendido en 100 ul de tampdn 1 (sorbitol 1 M + 0,1 M EDTA, pH
7,5). Se afadieron 4 ul de una solucién de Zimoliasa -20T (2,5 mg/ml). Los
microviales fueron incubados a 37 °C durante 20 min. Se realiz6 otra
centrifugacion a 7000 rpm durante 1 min, y el sobrenadante fue decantado y el
precipitado resuspendido en 100 ul de tampén 2 (50 mM Tris-HCI + 20 mM
EDTA, pH 7,4). A continuacién, 10 ul de una solucion de SDS al 10% fueron
afadidos, y la mezcla fue incubada a 65 °C durante 5min. Inmediatamente
después se afiadieron 40 ul de acetato potasico 5 M. Los tubos fueron puestos en

hielo durante 5 min y fueron centrifugados a 14.000 rpm durante 15 min a 4 °C. El
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sobrenadante (150 pl) fue trasladado a otro microvial que contuvo 150 ul de
isopropanol para precipitar el ADN. La mezcla fue agitada suavemente, y después
de una breve incubacién de 5 min a temperatura ambiente, los tubos fueron
centrifugados a 14.000 rpm durante 5 min. El sobrenadante fue decantado Yy el
precipitado que contienia el ADN fue lavado con 200 ul de etanol absoluto al
70 %. Los tubos fueron centrifugados de nuevo a 14.000 rpm 5 min, y el
sobrenadante fue decantado y el precipitado resuspendido en 15 ul de tamp6n TE
(10 mM Tris-HCI + 1 mM EDTA, pH 7,4). Las muestras fueron guardadas a

—20 °C hasta el momento de su analisis.

El ADN mitocondrial de Saccharomyces bayanus tiene la particularidad de
presentar en su secuencia de nucleétidos séloun 18 % de Gy Cyun72% de Ay
T. Esto hace que aparezcan unas dianas muy especificas para ciertos enzimas de
restriccion como Hinf | que reconoce secuencias cortas de G y C. Estos enzimas
reconocen un nimero elevado de dianas en el ADN nuclear pero pocas en el ADN
mitocondrial debido a la caracteristica descrita anteriormente. Esto permite,
mediante un sencillo protocolo identificar cepas pertenecientes a Saccharomyces

bayanus.

En un microvial de 1,5 ml de capacidad se afiadié 15 ul de ADN de la
extraccion (secado y resuspendido en TE) 15 unidades de enzima de restriccion
Hinf I, 0,75 ul de RNasa libre DNasa (0,5 mg/ml) y 1,5 ul de tampon del enzima

de restriccion. La digestion se realizé a lo largo de 15-18 h en un bafio a 37 °C.

Los fragmentos obtenidos después de la digestion del ADN total se
analizaron mediante una electroforesis en geles de agarosa al 1%. Los resultados
se expresaron como porcentaje de presencia de la cepa de levadura inoculada

respecto al total de colonias analizadas.
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3.2.7. Analisis de composicion de los zumos de uva y de los vinos

3.2.7. 1. Analisis de pH

Se determind mediante una medida potenciometrica a 20 °C, con previa

eliminacién de diéxido de carbono por agitacién en frio y con vacio parcial.

3.2.7.2. Grados Brix

La medida del indice de refraccion y conversion en grados Brix, se realizo
mediante un refractémetro (EURF490, Abbe, USA) provisto del equipo necesario

para mantener la temperatura a 20 °C.

3. 2. 7. 3. Acidez total

La acidez total del zumo de uva se determin6 mediante una valoracion con
una solucion valorada 0,1332 N (N/7,5) de NaOH (Panreac, Barcelona)
conteniendo azul de bromotimol (Sigma) como indicador. La acidez total se

expresé en gramos de acido tartarico/ I.

3.2.7.4. Densidad

La determinacion de la densidad relativa se llevo a cabo cada 2 dias a
20 °C mediante un densimetro. La densidad se relaciona con la cantidad de azUcar

presente en la matriz del zumo de uva.

Los andlisis fisico-quimicos como el grado alcoholico, acidez total,
densidad relativa, masa volumica, extracto seco, restos de extracto y azlcares
totales, fueron analizados en el INCAVI, siguiendo métodos oficiales segun el
Recueil des Méthodes Internationales d’Analyses des Vins O.1.V. (1969).

3. 2. 8. Analisis de color
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Las medidas de absorbancia del color fueron realizadas con un
espectrofotémetro (Perkin EImer model Lambda 20) utilizando cubetas de 1 cm
de longitud de paso de luz en un intervalo de longitud de onda comprendido entre
380 y 780 nm. La intensidad de color se mide por la suma de las absorbancias del
zumo de uva correspondientes a las longitudes de onda 620, 520 y 420 nm
(Glories, 1988). Las muestras de zumo de uva y vinos fueron filtradas a 0,45 um

antes de ser analizadas.

El cociente Az /Asy representa el tono del zumo de uva y también una

medida de interés para valorar el color de este producto (Sudraud, 1958).

El calculo de los valores triestimulares, para especificar el color en los
términos de la Comision Internacional de la Luz (CIE, 1986), se establecio a partir
de las medidas de absorbancia realizadas con el espectrofotometro, utilizando
cubetas de 1 cm de longitud de paso a la luz en un intervalo de longitud de onda
comprendido entre 380 y 780 nm. Se determinaron los valores de L*,a*, b*y C*

referidas a un observador de 10° y un iluminante D65.

- L* a* y b* indican las coordenadas cartesianas de un vector del
espacio cromatico tridimencional. Segun el valor representan un color
u otro: a* > 0 indica el color verde, a* <0 el color rojo, b* >0 el color

amarillo y b* < 0 azul.

- L* se refiere a un estimulo luminoso e indica la claridad, L* = 0 negro
y L* =100 blanco.

- C* es la magnitud adimencional derivada de las coordenadas
colorimétricas y se obtiene a partir de la formula siguiente

I( a*2 + b*z) 1/2].

3. 2. 8. 1. Ensayo de oxidacion

Los vinos jovenes (2 meses), fueron destapados y expuestos a temperatura
ambiente durante 10 dias, provocando una aceleracion de la oxidacién. Se

realizaron mediadas de absorbancia a 420 nm el dia 1, 5 y 10 en los vinos
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procedentes de los zumos MC y CE controles y tratados por alta presion para

medir su oxidacion durante el tiempo.

3. 2. 9. Analisis sensorial de los zumos de uva y vinos

Las muestras de zumo de uva fueron evaluadas mediante un analisis
comparativo entre las muestras control y sus respectivos tratados por altas
presiones a 500 MPa, 2 °C y 10 min procedentes de los dos lotes (clarificado por
enzimas y microfiltrado). Los analisis se realizaron en el primer dia después de la
presurizacion y cada 15 dias durante 60 dias. Los zumos de uva fueron analizados
por un panel de 8 miembros expertos en técnicas de evaluacion sensorial de
zumos de uva y vinos del INCAVI. Los parametros sensoriales del zumo de uva
fueron evaluados por los catadores sobre una escala estructurada de 10 puntos
(débil- fuerte): aroma a fruta fresca y cocida, dulzor, acidez, aroma a hierbas y
astringencia. Para el vino, ademas del color y la acidez se evaluaron otros
pardmetros como aroma floral, aroma frutal, aroma herbal, aroma a especias,
aroma a tostado, gusto a especies, gusto herbal y gusto amargo. Un ejemplo de
formularios utilizados en la evaluacion de los zumos de uva y vinos se muestra en
la Figura I11. 7. Las muestras fueron presentadas a los catadores a 4 °C en vasos

de vino para una evaluacion en cabinas individuales de catas.

3. 2. 10. Analisis estadistico

Se realizd un analisis de la varianza (ANOVA) utilizando un GLM del
paquete estadistico SAS para Microsoft Windows versién 6.11 (SAS Inc., Centre
de Calcul, UAB). EIl analisis de varianza se utilizd para interpretar los datos
fisico-quimicos y el color del zumo de uva. Se utilizaron dos tipos de tests
diferentes para obtener comparaciones: el Duncan’s y el Student-Newman-Keuls

test. La evaluacion ha sido basada sobre el nivel de significacion de P < 0,05.
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Nombre:

Fecha:

Valorar los siguientes descriptivos en la escala de 9 puntos colocando el codigo de las
muestras directamente en la escala.

Codigo muestras: ~ mmeemeeeee e

Aroma fruta fresca: | | | | | | | | I

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

s | | | | | | | | | +

Aroma fruta cocida:

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Aroma hierbas : " | | | | | | | | | *

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dulzor : " | | | | | I I I | +

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Acidez: " I I I I I I I I | +

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Astringencia: " I I I I I I I I | *

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura III. 7. Formulario de la evaluacion sensorial de los zumos de uva y vinos
controles y tratados.
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RESULTADOS Y DISCUSION GAZPACHO

4.1. COMPOSICION DEL GAZPACHO

La Tabla 4. 1 muestra los valores medios de composicion de los gazpachos

industriales y del gazpacho preparado en el laboratorio.

Tabla 4. 1. Anlisis de composicion de los gazpachos

Gazpacho pH ES (%) °Brix NT (%)

Comercial 1 395+001 789+02 6,16+0,01 0,114+0,01
Comercial 2 408+001 819+0,7 683+0,01 0,113+0,03
Laboratorio 42+001 10,12+0,3 5,22+0,03 0,101+0,04

NT = Nitrogeno total
ES = Extracto Seco

Los gazpachos industriales presentaron un pH ligeramente mas bajo que el
gazpacho elaborado en el laboratorio. Este pH acido es importante para prevenir la
oxidacion y la alteracion microbiologica. Sin embargo, puede influir
negativamente en las caracteristicas organolépticas del gazpacho. En el gazpacho
elaborado en el laboratorio decidimos partir de un pH mas elevado, respecto a los

gazpachos industriales, para mejorar el perfil organoléptico del producto.

El extracto seco de los gazpachos industriales present6 valores méas bajos
que el gazpacho elaborado en el laboratorio. Sin embargo, los valores de °Brix
fueron mas bajos en el gazpacho elaborado en el laboratorio que en los gazpachos

industriales.

4.2. ANALISIS ENZIMATICO DE LOS VEGETALES DEL GAZPACHO

Los vegetales del gazpacho estan expuestos a alteraciones microbianas, y
especialmente enzimaticas, debido a la presencia en sus tejidos de enzimas como

la pectinmetilesterasa (PME), la polifenoloxidasa (PFO) y la peroxidasa (POD).
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Antes de mezclar los vegetales para la elaboracion del gazpacho, se realizo
un analisis de las actividades de cada enzima en cada vegetal por separado. El
objetivo de realizar esta experiencia fue determinar la actividad de cada enzima en
cada vegetal y ver la influencia de los condimentos afiadidos como el aceite, el
vinagre, la sal y el conjunto de todos ellos sobre las actividades PME, PFO y POD
de cada vegetal (Tabla 4. 2).

Tabla 4. 2. Actividades pectinmetilesterasa (PME), polifenoloxidasa (PFO) y
peroxidasa (POD) en cada vegetal del gazpacho y con otros ingredientes (sal,
aceite, vinagre)

Actividades enziméticas (UA/min x ml)

PME PFO POD
Tomate 1,43 +0,02 0,30 + 0,01 3,75+ 0,09
Tomate + Ing* 1,27 + 0,04 0,20 + 0,02 3,62 + 0,02
Pepino 0,42 + 0,05 0,20 + 0,02 3,76 + 0,03
Pepino + Ing 0,40 + 0,08 0,16 + 0,02 4,57 +0,05
Pimiento 0,52 + 0,06 0,37 +0,03 ND?

Pimiento + Ing 0,49 + 0,05 0,16 + 0,07 ND

Ajo 0,60 + 0,05 0,33 +0,02 1,34 + 0,08
Ajo + Ing* 0,55 + 0,05 0,09 + 0,04 1,16 + 0,06

ND?: No fue detectada
Ing": ingredientes (sal, aceite, vinagre)

El tomate presento la actividad mas elevada de PME, respecto al resto de
los vegetales, los cuales presentaron una actividad similar entre ellos (entre 0,4 y
0,6 UA/min x ml). Por otra parte, y en todos los vegetales, se observo una
disminucion no considerable en la actividad enzimatica de la PME después de
afiadir todos los condimentos (sal, aceite y vinagre). La adicion de estos
ingredientes de forma separada a cada uno de los vegetales no registrd ningun
efecto apreciable sobre la actividad PME (Figuras IV. 1, IV. 2, IV. 3y IV. 4). En
el caso del tomate, el vinagre no fue afiadido debido al pH bajo de partida que
presentaba.

74



RESULTADOS Y DISCUSION GAZPACHO

UA/minxml

47 —
N -
BRERYE
21 OPFO
OPOD
. -
0 — — — —
> , §
A
<O xQ x‘b &
N & &
<0 S <9

Figura IV. 1. Efecto de los ingredientes (sal, aceite y vinagre) sobre la actividad
enzimatica de la PME, PFO y POD en el tomate
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Figura 1V. 2. Efecto de los ingredientes (sal, aceite y vinagre) sobre la actividad
enzimética de la PME, PFO y POD en el pepino
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Figura 1V. 3. Efecto de los ingredientes (sal, aceite y vinagre) sobre la actividad
enzimatica de la PME, PFO y POD en el pimiento
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Figura IV. 4. Efecto de los ingredientes (sal, aceite y vinagre) sobre la actividad
enzimatica de la PME, PFO y POD en el ajo
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La PME es una enzima enddgena termoestable, responsable de numerosos
defectos de la calidad de los zumos del tomate y sus derivados. La actividad de
esta enzima induce la pérdida de la consistencia y de la homogeneidad de estos
productos (Pilnik y Voragen, 1991). Estas caracteristicas son fundamentales en la

calidad de zumos del tomate y sus derivados.

El tomate y el resto de los vegetales estudiados mostraron una actividad
baja de PFO, pero en este caso la actividad PFO se vio afectada por la adicion de
los ingredientes. La adicién de sal, vinagre y aceite de oliva por separado, asi
como el conjunto de todos ellos, a los vegetales indujo en general una reduccion
de la actividad PFO. Estos ingredientes, sobre todo la sal y el vinagre, podrian

inducir un efecto inhibidor de la enzima.

En cuanto a la POD, el tomate y el pepino registraron una actividad
enzimatica mas alta en comparacion al ajo (3,75 frente a 1,34 UA/min x ml), y en

el caso del pimiento no se detect6 actividad POD.

No se observaron diferencias en la actividad POD del tomate y el tomate
afiadido con el resto de ingredientes. No obstante, en el pepino y el ajo se aprecio
una activacion enzimatica de la POD cuando éstos fueron adicionados de aceite.
Esto podria estar relacionado con la presencia de actividades POD en el aceite de

oliva las cuales participarian en esta actividad enzimatica.

4. 3. EFECTO DE LA ALTA PRESION Y LA TEMPERATURA SOBRE
LAS ACTIVIDADES PME, PFO Y POD

La Tabla 4. 3 muestra el porcentaje de inactivacion de las enzimas PME,
PFO y POD del gazpacho tratado a diferentes presiones (400 y 500 MPa),
temperaturas (25, 45 y 50 °C) y tiempos (15 y 30 min) a las 24 h del tratamiento

con respecto a las muestras controles (muestras sin tratamiento de alta presion).

La PME fue la enzima maés resistente a los tratamientos de alta presion,
combinados con diferentes tiempos y temperaturas. La inactivacion fue parcial y

reducida.
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Los tratamientos de 400 MPa durante 15 min a 25 °C produjeron una
reduccién del orden del 28 % de la PME. Los tratamientos de alta presion
llevados a cabo a 45 °C mostraron una inactivacion de la PME mas baja que a
25 °C. No obstante, todos los tratamientos de alta presion llevados a cabo a 50 °C
mostraron mas inactivacion que a 45 °C. La PME se mostré muy resistente a todos
los tratamientos de presion combinados con diferentes tiempos y temperaturas, los
cuales no fueron capaces de inducir una importante inactivacion de la enzima. La
temperatura tuvo un efecto significativo (P<0,05) en el caso de los tratamientos de
25 °C, que mostraron mas inactivacién que los llevados a cabo a 45 °C y 50 °C.

Tabla 4. 3. Actividades PME, PFO y POD en porcentaje de inactivacion
[(%) = (Xcontrol-Xtratado) / Xcontrol x 100] en las muestras tratadas por alta

presion a 25, 45y 50 °C

Enzimas PME PFO POD

Muestras 22°C 45°C 50°C 25°C 45°C 50°C 25°C 45°C 50°C

Tratadas®
400/15 28,21 12,72 18,88 8,19 32,61 40,30 -14,3* 37,57 40,75
400/30 18,45 1296 19,13 5,53 23,53 36,14 -589 40,78 70,12
500/15 23,81 20,08 21,46 16,99 3549 40,27 -0,24 60,01 77,03
500/30 22,25 16,26 20,58 21,82 4156 7531 134 50,69 72,67

4Combinacién de presién (MPa) y tiempo (min) de tratamiento
*Los valores negativos representan el porcentaje de activacion de la enzima con respecto a la
muestra control.

Estos resultados estan de acuerdo con diferentes estudios realizados sobre
la PME en varios alimentos. En todos ellos se mostré que la PME es una enzima
muy resistente a los tratamientos de alta presién y que se necesitan tratamientos
altos de presion combinados con temperaturas y tiempos moderados para su

inactivacion total.

Hernandez et al. (1998) encontraron que la actividad inicial de la PME del
puré de tomate se redujo en un 35% después de un tratamiento de
150 MPa/15 min combinado con una temperatura de 30 °C, siendo esta
combinacion la que le dio mejor resultado para la inactivacion de la PME. Crelier

et al. (1995) mostraron que la PME del tomate se mostré en general muy
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baroresistente, aunque menos estable en presencia de soluciones de Ca*
tamponadas con acido citrico (pH 3,5 — 4,5) que en agua, y que su baroestabilidad
disminuye a pHs acidos. Ogawa et al. (1992) observaron una inactivacion parcial
(20%) de PME del zumo de naranja a 600 MPa durante 10 min a 23°C, y
concluyeron que para la inactivacion total de la PME son necesarios tratamientos
de 1000 MPa durante 10 min a temperatura ambiente, o0 600 MPa a 57 °C y
10 min. Otros estudios sobre inactivacion de esta enzima han demostrado que la
combinacion de alta presion con temperaturas moderadas del orden de 60 °C
aumenta el grado de inactivacion de estas enzimas (Cano et al., 1997).

Sin embargo, Tongwongchai (2000) mostro que la PME comercial del
tomate, fue barotolerante a todos los pHs (4-9) y presiones (200, 400 y 600 MPa)
mostrando reducciones del orden de 10, 20 y 40% de inactivacion repectivamente.

En diferentes trabajos se ha confirmado que la inactivacién de la PME
necesita tratamientos mas altos de presion combinados con temperaturas mas o
menos moderadas (Seyderhelm et al., 1996; Cano et al., 1997; Hernandez et al.,
1998; Parish 1998 y Goodner et al., 1999; Crelier, 2001; Krebbers et al., 2003).
Seyderhelm et al. (1996) indic6 que la actividad de la PME en tampdn fosfato es
influenciada por el medio, y que a 600 MPa durante 10 min a 45 °C y a pH 7,
solamente se pudo obtener una inactivaciéon del 25%, mientras que en zumo de
naranja, este mismo tratamiento llevé a una mayor inactivacion enzimatica debido
al pH bajo del producto. Los autores indicaron que para obtener una inactivacion
total de la PME es necesario una presion minima de 900 MPa a 45 °C durante 2

min.

La PFO del gazpacho también se mostrd resistente a los tratamientos
aplicados de alta presion (Tabla 4. 3). Sin embargo, la combinacion de
tratamientos de presion con temperaturas hasta 50 °C, mostré una mayor
sensibilidad de la PFO a estos tratamientos. Se observo una menor reduccion de la
actividad PFO en los tratamientos de 400 MPa durante 30 min en comparacién a
los de 15 min a todas las temperaturas. Los tratamientos de 500 MPa fueron mas
efectivos en la reduccion de la actividad PFO que los tratamientos de 400 MPa,
sobre todo en los tratamientos de 30 min, a todas las temperaturas. La presion se
mostro significativa asi como el tiempo de tratamiento y la temperatura (P<0,05).
La menor reduccion de actividad PFO se registro en los tratamientos aplicados a
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25 °C, mientras que la mas importante inactivacion de la enzima se observé a
50 °C en el tratamiento de 500 MPa durante 30 min donde la reduccion fue del
75%. Esta importante reduccién de actividad PFO en el gazpacho se debe
esencialmente al tratamiento de alta presién aplicado, pero también podria estar
relacionada con la presencia de la sal y sobre todo con el pH &cido que presenta el
gazpacho (Jolibert et al., 1994; Weemaes et al., 1997).

Nuestros resultados sobre inactivacion de la PFO son similares a los
encontrados en otros trabajos. Eshtiaghi y Knorr (1993) mostraron que la
disminucion del pH mediante la adicion de &cido citrico puede llevar a un
aumento en la inactivacion de la PFO. Jolibert et al. (1994) y Weemaes et al.
(1997) mostraron que la inactivacion de diferentes PFOs mediante alta presion es
mas rapida a pH bajo. Segun estos autores ademas del pH, la inactivacion de esta
enzima por la presion es afectada por la adicion de sales, azlcares u otros
componentes. Segun Seyderhelm et al. (1996) la inactivacion de la PFO en
tampon  tris-(hidroximetil)-aminometano (pH 7) requiere un tratamiento de
900 MPa durante 30 min a 45 °C. La PFO es una enzima muy resistente a la
presion, siendo necesarios presiones muy elevadas para eliminarla
completamente. En algunos casos se ha registrado un aumento de la actividad
enzimatica de la PFO tras los tratamientos de alta presién (Anese et al., 1995;
Cano et al., 1997). En este contexto, se ha sugerido que la activacion de la PFO en
productos presurizados depende del tipo y el nimero de isoenzimas del sistema
enzimatico PFO, de forma similar a lo que ocurre durante la inactivacion térmica

en estas enzimas (Weemaes et al., 1998 a).

La POD es una de las enzimas mas importantes presentes en el gazpacho
donde registré una actividad alta en comparacion al resto de enzimas estudiadas
(PFO y PME).

En este estudio, y en general, la POD se mostré bastante resistente a los
tratamientos de presion aplicados a 25 °C, provocando incluso un aumento de la
actividad POD. Los tratamientos de 400 MPa durante 15y 30 min y el tratamiento
de 500 MPa durante 15 min, mostraron un aumento de la actividad enzimatica del
orden del 14, 6 y 0,2%, respectivamente. No obstante, el tratamiento de 500 MPa
durante 30 min a la misma temperatura fue el Unico que registr6 una reduccion,

aunque ligera, de la actividad enzimatica POD (~ 13%). Estos fendmenos de
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activacion observados en algunos casos como consecuencia de la combinacion de
los tratamientos de alta presion a temperaturas ambientes o cercanas a las
ambientes, pueden estar atribuidos a la configuracién reversible y/o a los cambios
en la conformacién de la enzima o el sustrato (Ogawa et al., 1990; Anese et al.,
1995).

Anese et al. (1995) mostraron que el efecto del pH de un extracto
enzimatico procedente de zumo de frutas afecta fuertemente a la activacion
enzimatica, que alcanza su maximo a pH 6. En este mismo trabajo sobre la
inactivacion enzimatica de la PFO y la POD trabajando a diferentes pHs (4,5-7,0),
los autores observaron que la POD mostrd una activacion importante después de
1 min en los tratamientos de 300-500 MPa a 25 °C.

Diferentes estudios confirman nuestros resultados sobre la activacion de la
POD sometida a diferentes presiones y a temperatura ambiente. Hernandez et al.
(1998) investigo el efecto de la alta presién combinado con la temperatura sobre
las enzimas de un puré de tomate, mostrando que la actividad POD del tomate
incrementd con un tratamiento de 350 MPa aplicado a temperatura ambiente. Los
autores también indicaron que el aumento de la presién del tratamiento hasta
500 MPa producia un incremento de la actividad POD a 20 °C, mientras que la
combinacion de presiones 400 - 500 MPa con temperaturas de 30 - 60 °C producia
una inactivacion parcial de esta enzima. Cano et al. (1997) obtuvieron resultados
similares mostrando que a 20 °C la actividad POD de un puré de fresa incrementd
ligeramente con un tratamiento de 300 MPa. Finalmente Seyderhelm et al. (1996)
estudio la baroresistencia de diferentes enzimas incluyendo la POD, mostrandose

ésta ultima resistente a presiones entre 600 y 700 MPa a 25 °C.

La aplicacion de los mismos tratamientos experimentales de alta presion
combinados con temperaturas de 45 y 50 °C sobre el gazpacho mostraron una
mayor sensibilidad de la enzima que a 25 °C. Todos los tratamientos realizados a
50 °C indujeron mas inactivacion (P<0,05) que los tratamientos realizados a 45 °C
en las mismas condiciones de presion y tiempo. Los tratamientos a 500 MPa se
mostraron mas eficaces (P<0,05) que los de 400 MPa aplicados a todas las

temperaturas.

81



RESULTADOS Y DISCUSION GAZPACHO

La POD es una enzima muy baroresistente y se necesitan tratamientos de
alta presion combinados con temperaturas mas o menos altas para producir una
mayor inactivacion. La temperatura ha mostrado el efecto mas marcado en la

inactivacion de la POD en gazpacho.

La inactivacion parcial mas importante encontrada en los tratamientos de
500 MPa a 50 °C esta directamente relacionada con el efecto combinado de la
temperatura y la presion, pero probablemente el pH acido del gazpacho podria

tener un papel importante en la inactivacién de esta enzima.

Anese et al. (1995) mostraron que a temperaturas altas, la POD es més
sensible a la presion, aunque un pH bajo también influye en su actividad. Estos
autores encontraron que sélo se puede llegar a la inactivacion total de esta enzima
con tratamientos de 900 MPa durante 1 min. Cano et al. (1997) mostré que la
temperatura tiene un efecto significativo sobre la actividad de la POD que fue
parcialmente inactivada en puré de fresa mediante un tratamiento de alta presion
de 280 MPa y una temperatura de 45 °C.

En un estudio de Quaglia et al. (1996) fue necesario la aplicacion de un
tratamiento de 900 MPa durante 10 min a temperatura ambiente para producir una

inactivacion del 88% de la POD en judias verdes.

4. 4. EFECTO DEL ALMACENAMIENTO (4 °C) SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DEL GAZPACHO PRESURIZADO A DIFERENTES
PRESIONES Y TIEMPOS A 45Y 50°C

Como se ha comentado anteriormente, ninguna de las enzimas estudiadas
en el gazpacho se pudo inactivar completamente mediante los tratamientos
aplicados. Sin embargo, se observaron importantes reducciones de las actividades
enzimaticas en los tratamientos de alta presion realizados a 45 °C y 50 °C. Los
tratamientos a 25 °C no se mostraron eficaces en la inactivacion de las enzimas
PFO y POD e incluso posteriormente se produjo una reactivacion de la PME
durante el almacenamiento (resultados no mostrados). Los tratamientos de alta

presion a 25 °C también registraron una activacion de la POD. Por lo tanto el
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estudio de la evolucion de las enzimas durante el almacenamiento, se realizé

solamente con los tratamientos de alta presion a 45 y 50 °C.

Los resultados obtenidos mostraron que la PME fue la enzima que tuvo la
menor inactivacion (21%) en comparacion a la PFO y la POD, que presentaron un
75 y un 77% de inactivacion respectivamente, en los tratamientos de 500 MPa a
50 °C (Tabla 4. 3).

La evolucion de la actividad PME mostré una ligera recuperacion en el dia
15 de almacenamiento a 4 °C en todos los tratamientos de alta presion a 45 °C,
pero especialmente en el tratamiento de 400 MPa durante 30 min, donde la
actividad PME registré un 10% de incremento en el dia 30 con respecto al primer
dia de almacenamiento. La actividad PME del gazpacho volvio a estabilizarse en
el dia 30 de almacenamiento en las muestras tratadas por alta presion, y no
hubieron diferencias significativas (P>0,05) entre el dia 1 y 30. Sin embargo, la
muestra control mostré una actividad creciente durante el almacenamiento a 4 °C
(Figura V. 5).

En los tratamientos de alta presién a 50 °C, las muestras tratadas por alta
presion mostraron una ligera reduccion de actividad PME al dia 15. A los 30 dias
las muestras presurizadas se mostraron mas estables que la muestra control, la

cual registré una activacion con respecto al primer dia de almacenamiento a 4 °C.

La PFO mostré una inactivacion importante de manera similar en todos los
tratamientos de alta presion llevados a 45 y 50 °C, aunque la mayor reduccién se
produjo en los tratamientos de 50 °C. La evolucion de las muestras tratadas a
45°C fue similar en todos los tratamientos asi como en la muestra control,
registrandose una pequefia disminucién de la actividad PFO durante el

almacenamiento.

A 50 °C las muestras presurizadas se mostraron estables hasta el dia 15 de
almacenamiento a 4 °C. Sin embargo, en el dia 30 se observo una gran pérdida de
actividad en todas las muestras presurizadas, excepto en el tratamiento de
500 MPa/30 min que se mostr6 estable a lo largo de los 30 dias de

almacenamiento.
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Figura V. 5. Evolucion de las actividades enzimaticas PME, POD y PFO del
gazpacho tratado por alta presiéon a 45 y 50 °C durante el almacenamiento de 30
diasa 4 °C.
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En cuanto a la POD, esta enzima se mostr6 muy sensible a los tratamientos
de alta presion llevados a 50 °C, donde se registrd una importante reduccién de
actividad en el primer dia después del tratamiento (73% en tratamiento de
500 MPa/30 min). Durante el almacenamiento se observé una activacion

enzimatica importante a los 30 dias en la muestra control (~ 25%).

En las muestras presurizadas se registré una recuperacion importante en
todas las muestras presurizadas a 45 °C y a 50 °C, excepto en la muestra de
500 MPa/30 min que permanecio relativamente estable a lo largo del
almacenamiento en los tratamientos a 45 °C. Esta misma muestra registrd sin
embargo una pequefia recuperacion a 50 °C en el dia 30 de almacenamiento a
4°C, aungue quedd mucho maés reducida que las otras muestras, con una

reduccion de actividad del 65% con respecto a la muestra control.

El conjunto de los valores de actividades enziméticas obtenidas mostraron
que la PME fue la enzima mas resistente a los tratamientos de alta presion

combinados con temperaturas.

Sin embargo, el tratamiento de 500 MPa durante 30 min se mostro efectivo en
todas las enzimas especialmente a 50 °C, y las muestras tratadas a estas
condiciones fueron mas estables durante el tiempo de almacenamiento en
refrigeracion que en el resto de los tratamientos, especialmente para la PFO vy la
POD.

4. 5. EFECTO DE LA ALTA PRESION SOBRE LA CONSERVACION
MICROBIOLOGICA DEL GAZPACHO

Se realiz6 un andlisis microbiolégico de un gazpacho comercial
pasteurizado con una vida Util de 30 dias en refrigeracion a 4 °C segun etiquetaje,

con el objetivo de compararlo con el gazpacho elaborado en nuestros laboratorios.

En el primer dia de la elaboracion del gazpacho, la muestra control mostré
unos recuentos totales y de mohos y levaduras de 3,2 log UFC/ml. Las bacterias
lacticas presentaron recuentos mas bajos del orden de 1,4 log UFC/mI
(Tabla 4. 4). Durante el tiempo de almacenamiento a 4 °C, los recuentos

microbianos en la muestra control descendieron progresivamente. La presencia de
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ajo en el gazpacho podria tener un efecto protector sobre la calidad y el deterioro
de este producto. La actividad antimicrobiana del ajo ha sido muy estudiada desde
hace muchos afios. Se ha mostrado que el extracto de ajo en concentraciones de
10-20 g/l inhibe el crecimiento de los microorganismos, y a mas altas
concentraciones es germicida (Mantis et al., 1979; Kumar et al., 1998). Por otra
parte, el pH bajo del gazpacho también constituye un factor positivo para su
conservacion, y tiene un papel determinante en la estabilidad microbioldgica de

este producto.

El gazpacho comercial, por su parte, mostrd recuentos totales similares a
los del gazpacho preparado en el laboratorio. Sin embargo, los recuentos de
bacterias lacticas y mohos y levaduras fueron mas altos en el caso del gazpacho
industrial. Los recuentos de los microorganismos en el gazpacho comercial se

mantuvieron estables hasta los 30 dias de almacenamiento a 4 °C.

La aplicacion de los diferentes tratamientos de alta presion a 45 °C sobre el
gazpacho elaborado en laboratorio fue muy efectiva para inactivar totalmente los
mohos y levaduras, asi como las bacterias lacticas, que no fueron detectadas en

ninguna de las muestras presurizadas.

Aunque los tratamientos de 400 MPa inactivaron totalmente las bacterias
lacticas asi como los mohos y levaduras, las muestras tratadas a esta presion
presentaron recuentos totales muy bajos. Sin embargo, los tratamientos de
500 MPa inactivaron totalmente los microorganismos en el dia 1 del tratamiento.
Tanto las muestras presurizadas a 400 MPa como las presurizadas a 500 MPa se
mostraron estables durante todo el tiempo de almacenamiento, y no se detecto
crecimiento microbiano. Los recuentos totales del tratamiento de 400 MPa
durante 15 y 30 min se redujeron completamente al dia 15 hasta niveles de no

deteccion.

El gazpacho tratado por alta presidn permanecié sin alteraciones
microbioldgicas durante todo el tiempo de almacenamiento a 4 °C. Asi los
tratamientos aplicados a 45 °C fueron suficientes para la inactivacion de los
microorganismos presentes en el gazpacho, y por lo tanto se consiguié una buena

conservacion del producto. Los tratamientos aplicados a 50 °C mostraron
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recuentos por debajo del limite de deteccion desde el dia 1 (resultados no

mostrados).

Tabla 4. 4. Recuentos microbianos (Log UFC/mI) de los gazpachos comerciales,
control y tratados por alta presion a 45 °C

Gazpacho Tiempo de almacenamiento (dias)
1 15 30

*Comercial

Recuentos totales 3,04 3,06 3,08

Bacterias lacticas 3,08 3,08 3,07

Mohos y levaduras 4,03 4,17 3,57
Control

Recuentos totales 3,21 2,70 2,48

Bacterias lacticas 1,38 1,48 0,78

Mohos y levaduras 3,19 2,70 1,60
Tratados® (recuentos totales)

400/15 1,26 ND" ND

400/30 0,81 ND ND

500/15 ND ND ND

500/30 ND ND ND

4Combinacion de presion (MPa) y tiempo (min) de tratamiento

°ND: limite de deteccién

* Dias de almacenamiento del gazpacho comercial: 1 (a partir del dia de la compra), 15 (15 dias
antes de su caducidad) y 30 (dia de caducidad)

De acuerdo con Smelt (1998) los mohos y levaduras son poco resistentes a
pHs bajos e inferiores a 4, los cuales sensibilizan fuertemente los
microorganismos sometidos a altas presiones. Por otro lado, Porretta et al. (1994)
en un estudio sobre los efectos de las altas presiones sobre la calidad de zumos de
tomate, mostraron que un tratamiento a 500 MPa y 30 min condujo a la
estabilizacion microbioldgica del producto independientemente de su pH. Este
trabajo coincide con el de Ogawa et al. (1990) donde se estudio el efecto de la alta
presion (100 - 600 MPa), sobre mohos y levaduras inoculados en zumo de
mandarina. Segun los autores, la destruccion de los microorganismos inoculados
no fue provocada por el pH acido del producto y un tratamiento de 350 MPa
durante 30 min y otro de 600 MPa durante 10 min a temperatura ambiente,
permitieron la disminucién de la carga microbiana en cinco unidades logaritmicas

con respecto a la carga inicial. Otras experiencias (Hoover et al., 1989) llevadas a
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cabo sobre zumos de fruta &cidos inoculados con Saccharomyces cerevisiae a
10° UFC/ml, y después sometido a tratamientos de 290 MPa durante 30 min a
temperatura ambiente, dieron como resultado la inactivacion total de las

levaduras.

En nuestro estudio los recuentos microbianos disminuyeron durante el
almacenamiento del producto sobre todo las muestras presurizadas. Esta
disminucion se debe a la induccion mediante las altas presiones de dafios
subletales en algunos microorganismos y que no son capaces de reparar con el

tiempo, provocando su muerte (De Lamo et al., 2004).

4.6. EFECTO DE LA ALTA PRESION EN EL COLOR DEL GAZPACHO

El color del gazpacho es uno de los parametros de calidad méas apreciados
por el consumidor. Este, es de un color caracteristico, aunque puede mostrar
algunas variaciones dependiendo de las proporciones relativas de tomate y
pimiento en su formulacién, ya que son los ingredientes que aportan

mayoritariamente los pigmentos responsables de su color peculiar.

El color de la formulacion de gazpacho empleada en este trabajo se
compar6 con dos marcas comerciales presentes en el mercado. En la Tabla 4. 5 se
muestran las coordenadas L*, a* y b*, de dos gazpachos comerciales y de la
formulacion realizada en el laboratorio, asi como la evolucion de dichos
parametros tras 30 dias de almacenamiento en refrigeracion. Las dos muestras
comerciales, presentaron un color muy similar entre si, con mayor luminosidad y
pureza de color que los gazpachos obtenidos en el laboratorio. Asi mismo, la
evolucion de las coordenadas de color de los primeros tras el almacenamiento de
30 dias fue a penas perceptible mientras que los segundos, sufrieron una ligera

disminucion en los valores de L*, a* y b*.

Es razonable pensar que estas modificaciones observadas, tanto en las
muestras frescas como en su evolucion durante el almacenamiento se deban a la
accioén de la PFO y POD (Gomes y Ledward, 1996, Weemaes et al., 1998) ya que

los gazpachos producidos en el laboratorio no fueron sometidos a ningun
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tratamiento de inactivacion de estos enzimas, a diferencia de los comerciales que
son sometidos a un tratamiento de pasteurizacion previo para conseguir una

estabilidad enzimética a lo largo de su almacenamiento en refrigeracion.

Respecto al efecto de la alta presion sobre el color (Tabla 4. 6), se observo,
en general, un aumento de las tres coordenadas L*, a* y b*, con el incremento de
la presidn. Sin embargo, el tiempo de tratamiento no se revelé como una variable

de importancia en el color presentado por las muestras.

Tabla 4. 5. Evolucion del color de los gazpachos comerciales y del gazpacho
elaborado en el laboratorio durante el almacenamiento

Parametros L a* b*

Almacenamiento 1 30 1 30 1 30
(dias)

Muestras
Gazpacho 1 315+0,1 31,2+08 289+0,2 278+0,7 179+0,1 17,2+0,5
Gazpacho 2 329+0,1 34,7+0,3 259+0,3 251+0,1 170+£0,2 165+0,1
Control 26,0+0,2 249+0,3 21,2+0,3 183+0,3 124+0,1 11,6+0,3

Gazpacho 1: marca comercial 1
Gazpacho 2: marca comercial 2
Control: gazpacho elaborado en el laboratorio

La evolucion del color a lo largo del almacenamiento, mostré un
comportamiento similar en las tres coordenadas de color en las muestras tratadas
por alta presion: el primer dia, todas ellas presentaron el valor maximo mientras
que a los 15 dias de almacenamiento descendieron ligeramente para mantenerse
estables hasta el dia 30. Sin embargo, la muestra control presentd un descenso
progresivo a lo largo de los 30 dias de almacenamiento. Es posible que el
comportamiento en la evolucién del color del gazpacho control sea predominante
el efecto del pardeamiento producido por la PFO ya que a medida que pasa el
tiempo, el color es menos puro, debido probablemente al desarrollo de pigmentos
pardos. Sin embargo, en las muestras tratadas por alta presion, se observo que el
incremento de la presion se correspondid con un incremento en la luminosidad
respecto al control, especialmente el primer dia de almacenamiento y un ligero

descenso entre el dia 1 y el dia 15, momento a partir del cual se mantuvo
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constante. Estos cambios hacen pensar que quizds haya mas fendmenos
implicados, derivados de posibles modificaciones en el tamafio de las particulas

dispersas en el gazpacho como consecuencia de la aplicacién de la presion.

Tras la aplicacion de la presion podria producirse una disgregacion de
moléculas pécticas, posiblemente por efecto de una mayor hidratacion individual
de las mismas; esto motivaria un incremento de la dispersion de la luz que se

traduciria en valores mayores de luminosidad.

Probablemente, durante el almacenamiento, se produciria cierto grado de
reagregacion de las pectinas, relacionado con la reduccion de la actividad de la
PME por los diferentes tratamientos aplicados, y que conduciria a un ligero
aumento del valor de este parametro. Asimismo, las actividades enzimaticas de la
PFO y la POD, las cuales disminuyeron por accion de las altas presiones, también
serian en parte responsables de los cambios observados, sobre todo a 500 MPa,
tratamientos a los que la pureza del color es mayor, indicando con ello que ha
habido poco desarrollo de colores pardos. Es posible que la actividad enzimatica
residual contribuya a las variaciones de color que presentaron las muestras de
gazpacho tratadas por alta presién a lo largo del almacenamiento. Tampoco habria
que descartar una pequefia reversion de la inactivacion después del tratamiento
aunque ésta no parece ser suficiente como para deteriorar progresivamente su

aspecto.

Por otra parte, hay que destacar que las diferencias de color observadas en
el primer dia entre el control y, las diferentes muestras tratadas por alta presion
son muy pequefias, de hecho, el analisis sensorial no reveld diferencias

detectables por los catadores (ver apartado 4. 7).

Porretta et al. (1995) en su estudio sobre el efecto de alta presion sobre la
calidad del zumo de tomate atribuy6 el aumento en las coordenadas de color de
las muestras tratadas por alta presion a la homogeneizacién y a la aglomeracion y
compactacion de las particulas del zumo de tomate y por lo tanto al incremento en

su viscosidad.
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Parametros

L* a* b* AE
Conservacion (dias)
1 15 30 1 15 30 1 15 30 1 15 30
Muestras
Control 26,04 +£0,2 2548+0,1 2492+0,3 21,15+0,3 19,71+0,1 18,28+0,3 1244+0,1 12,02+0,2 11,60+0,3
Tratamiento
400/15 27,46 +0,1 25,79+0,1 2583+0,2 21,77+0,4 21,49+0,4 20,36+0,2 12,89+0,1 11,70+0,1 1152+0,2 1,61 183 2,28
400/30 27,72+0,1 26,07+0,2 25,46+0,1 21,43+0,1 20,69+04 20,04+0,3 1256+0,1 11,41+0,2 11,77+0,1 1,71 130 1,85
500/15 29,44+0,3 26,56 +0,1 26,52+0,2 22,45+0,3 20,62+0,3 20,56 +0,1 1357+0,1 11,35+0,1 12,33+0,1 3,81 156 2,88
500/30 29,74+0,4 26,83+0,3 27,04+0,1 2305+04 21,03+0,3 20,43+0,1 13,69+0,2 1167+0,1 11,92+0,1 4,34 192 3,04

Tabla 4. 6. Evolucion del color de los gazpachos control y tratados durante el almacenamiento a 4 °C

& Combinacién de presion (MPa) y tiempo (min) de tratamiento
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En otro estudio de Krebbers et al. (2003), sobre el efecto combinado de altas
presiones con diferentes temperaturas en puré de tomate, también se observd un
aumento en las coordenadas L*, a* y b* tras la aplicacion de tratamientos entre 300 y
700 MPa a 20 °C. El autor relaciona este aumento con las modificaciones en la
estructura y la consistencia del puré debido a los tratamientos aplicados.

Hong et al. (2001) en un trabajo sobre ajo troceado, mostrd que la muestra no
tratada por alta presion presentd una reduccion de la luminosidad con el
almacenamiento presentando un ligero pardeamiento, debido a la accion de la PFO, a lo
largo del almacenamiento. Sin embargo, la aplicacion de alta presion conllevé a un
aumento significativo de la luminosidad del producto. El autor también mostré que la
combinacion de tratamientos de alta presién con acidos organicos produce un retraso

del pardeamiento.

Otro estudio sobre el tratamiento de un puré de banana por alta presién (Palou et
al., 1999), mostré que los tratamientos aplicados a 25 °C de 517 y 689 MPa durante
10 min mantuvieron estables los pardmetros L*, a* y b* iniciales del puré de banana.
Sin embargo, durante el almacenamiento de este producto se registraron cambios en el
color del puré, que segln los autores estan relacionados con la actividad residual de la
PFO que resulta en un oscurecimiento del puré. Castellari et al. (2000) mostré que un
tratamiento de 600 MPa durante 5 min y un tratamiento térmico (60 °C, 10 min) no
tuvieron influencia sobre el parametro L* de la cerveza. Sin embargo, otros parametros

de color (a*, b* y C*) mostraron valores mas altos en el caso del tratamiento térmico.

4.8. COMPORTAMIENTO REOLOGICO DEL GAZPACHO

El estudio reolégico del gazpacho se realizd en muestras tratadas a 500 MPa
durante 30 min, a 45 y 50 °C, realizdndose el seguimiento durante el almacenamiento a
4 °C. Los ensayos realizados consistieron en la obtencion de las curvas de flujo

ascendente y descendente en un intervalo de gradientes de velocidad entre 0y 10 s™.

La Figura IV. 7 muestra, a modo de ejemplo, las curvas de flujo tipo obtenidas
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en las muestras de gazpacho tratadas por alta presion, asi como la muestra control. La
informacidn general que de dichas representaciones puede extraerse en todos los casos,
es que el gazpacho muestra un comportamiento no newtoniano, dependiente del tiempo,
de caracter tixotrépico, el cual se pone de manifiesto a través de la presencia de un area
de histéresis entre las curvas ascendente y descendente, cuando se cizallan las muestras.
El caracter tixotropico revela que la variacion de la viscosidad de la muestra no es
unicamente funcion del la intensidad del esfuerzo aplicado sino también del tiempo de
aplicacion del mismo. Este fendmeno es tipico de alimentos que presentan una elevada
concentracion de particulas en dispersion, tal como el gazpacho, susceptibles de
interaccionar entre si, las cuales en condiciones de reposo de la muestra propician la
creacion de una estructura mas o menos ordenada espacialmente donde queda retenida
la fase acuosa. Dicha estructura al ser cizallada se destruye a medida que aumenta el
tiempo de aplicacion del esfuerzo. El grado de destruccion estructural producido en las

diferentes muestras vendra dado, por tanto, por el area de histéresis (Tabla 4. 7).

Esfuerzo cortante (Pa)
w

2 _

1 _

0 Gradiente de velocidad 1/s
1 3 5 7 9 11

— Control —AP45°C AP 50 °C

Figura IV. 7. Curvas de flujo ascendente y descendente de los valores promedios de
gazpacho control y tratado por alta presién
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Los resultados obtenidos muestran que el grado de estructuracion que presentan
las muestras al inicio del almacenamiento es similar (P>0,05) independientemente del
tratamiento aplicado. Sin embargo, a partir de los 15 dias de almacenamiento en
refrigeracion, los gazpachos tratados por alta presion presentan mayor area de histéresis
respecto al control, siendo significativas (P<0,05) las diferencias debidas al tratamiento.
En lo que se refiere al mantenimiento de la estructura de las muestras, y teniendo en
cuenta los tratamientos individuales a lo largo de los 30 dias, cabe mencionar que ésta,
en general, se mantiene estable en todos los casos, indicando con ello que no se han
producido cambios detectables en el grado de interacciones entre particulas
responsables del establecimiento de la red estructural del gazpacho. Asimismo, teniendo
en cuenta los dos tratamientos de alta presion aplicados, el que presenta mejor

comportamiento en el almacenamiento es el tratado a 50 °C.

Tabla 4. 7. Valores promedios del indice de consistencia (K), indice de comportamiento
de flujo (n) e histéresis de las muestras control y tratadas por alta presion durante 30
dias de almacenamiento a 4 °C

n ascendente n descendente

Dias

Control *AP 45 AP 50 Control AP 45 AP 50

1 0,271% 0,272% 0,255% 0,378% 0,366 0,267™
15 0,337% 0,280 0,241 0,365 0,312% 0,266%
30 0,340% 0,277™ 0,239™ 0,380% 0,271 0,256™
K ascendente K descendente

1 2,412% 2,664 3,020™ 1,542% 1,812% 2,353%
15 1,755 2,463 3,211 1,468 1,766 2,689
30 1,768 2,495™ 2,937% 1,458 2,197™ 2,456%

Area de Histéresis

Control AP 45 AP 50
1 6,347 6,192% 6,516
15 3,547 5,882 5,735%
30 4,426% 4,506% 5,584

AP: Tratamiento de alta presién 500 MPa durante 30 min a 45°C y 50 °C.

*Las letras (a, b, ¢) dentro de la misma fila para cada parametro, indican diferencias significativas entre
tratamientos, y las letras (X, y, z) muestran diferencias significativas (P<0,05) dentro de una columna
entre dias de almacenamiento.
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Para evaluar la consistencia del gazpacho, las curvas de los reogramas,
ascendentes y descendentes fueron ajustadas independientemente a la ley de potencia
(c = K9y"), la cual presenté el mejor ajuste entre los modelos matematicos normalmente
utilizados en este tipo de alimentos. Este modelo posee dos pardmetros que relacionan
el esfuerzo cortante con el gradiente de velocidad aplicado, siendo K el indice de
consistencia, relacionado con la viscosidad del producto y n el indice de
comportamiento al flujo que indica si el fluido se acerca al comportamiento newtoniano

(valores de n préximos a 1) o al no newtoniano (valores de n alejados de 1).

En referencia al indice de comportamiento al flujo, los tres tratamientos
presentaron valores bajos, no mostrando en general diferencias entre tratamientos y a lo
largo del almacenamiento. Estos valores indican que el comportamiento estd muy
alejado del caracter newtoniano. Esta respuesta es caracteristica de alimentos que
poseen gran cantidad de particulas en dispersion, como el gazpacho, entre las que cabe
destacar moléculas pécticas, pequefias particulas de tejido vegetal y gotas de aceite, las
cuales son susceptibles de interaccionar en mayor o menor grado y son responsables de
que la respuesta entre la deformacion aplicada y el esfuerzo que se opone a la fluencia

no sea lineal.

En lo que se refiere a la consistencia, el tratamiento de alta presion a 50 °C
mostré el mayor indice (P<0,05) en comparacion con los otros tratamientos que
mostraron valores similares en la curva ascendente durante el periodo inicial. Sin
embargo, a lo largo del almacenamiento, se evidencié una diferencia significativa entre
el control y los dos tratamientos de alta presion, los cuales dieron lugar a muestras mas
consistentes y estables. Por otra parte, los valores del indice de consistencia de las
muestras individuales no mostraron modificaciones de forma significativa (P>0,05) a lo

largo del almacenamiento.

Posiblemente, este incremento en la consistencia de los gazpachos tratados por
alta presion se deba a un incremento de las interacciones entre particulas pécticas, ya
que la alta presion promueve este tipo de interacciones (Porretta et al., 1995; Rovere et
al., 1997; Fernandez Garcia, 2001; Krebbers et al., 2003). Por ello, el mayor incremento
de la viscosidad se deberia a la formacion de estructuras de mayor tamafio, aunque

dentro de las dimensiones coloidales, formadas posiblemente por distintas asociaciones
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entre moleculas y particulas pécticas. Asimismo, la alta presion también podria
incrementar el grado de hidratacion de estas moléculas y particulas mediante el mismo
tipo de interacciones mencionado, lo cual se traduciria no sélo en un aumento de la
consistencia sino también en una mayor capacidad de retencion de agua como se ha

observado en los gazpachos tratados por alta presion.

Krebbers et al. (2003) encontraron resultados similares, mostrando que la
aplicacion de la alta presion induce un aumento lineal de la viscosidad, incremento que
fue confirmado por andlisis sensorial. Estos autores también mostraron que la
viscosidad de las muestras registré un ligero incremento durante el almacenamiento y
concluyeron que la alta presion mejora significativamente la capacidad de retencion de

aguay la sinéresis respecto a los procesos convencionales.

Es necesario remarcar que la manipulacion de la muestra en la obtencion de
datos reoldgicos, y en especial, en muestras dependientes del tiempo, es de gran
importancia y que en ocasiones resulta imposible simular la situacion real de
almacenamiento del producto. A este respecto, las diferencias observadas visualmente
en las muestras, en los diferentes periodos de almacenamiento, son de gran importancia
y, sin embargo, no quedan totalmente reflejadas en el analisis de los datos reoldgicos.
Asi, el gazpacho control presentd, en todos los periodos de almacenamiento, separacién
de la fase acuosa, mientras que los tratados por alta presion no presentaron en ningun
caso este defecto. Este fendbmeno no se observé en la evaluacion reoldgica, ya que la
toma de muestra conlleva la destruccion de la estructura, y para reproducir al maximo
las curvas de flujo, las muestra se redispersaron y se dejaron en reposo en el sensor del
redOmetro durante un tiempo, el cual permitié que se restablecieran las interacciones
entre particulas, aunque éste, evidentemente, no fue tan prolongado para que pudiera

ponerse de manifiesto el fendmeno de separacion fases.
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4, 7. EFECTO DE LA ALTA PRESION SOBRE LA CALIDAD
ORGANOLEPTICA DEL GAZPACHO

El gazpacho tiene un sabor complejo debido a la mezcla de los ingredientes
vegetales y condimentos que lo componen. Este producto tiene caracteristicas

organolépticas muy importantes: un peculiar sabor, color, aroma y viscosidad.

El analisis sensorial del gazpacho se realizo en las muestras tratadas a 500 MPa
durante 30 min a 45 y 50 °C, condiciones de trabajo donde se obtuvieron los mejores
resultados de inactivacion enzimatica y microbiolégica en este producto. Todas las
muestras analizadas (control, 500 MPa / 45 °C y 50 °C durante 30 min) presentaron
similares caracteristicas sensoriales y fue dificil distinguir entre el color, el aroma y el

sabor de estas muestras (Figura 1V. 8).

En el primer dia tras los tratamientos de alta presién, los catadores indicaron que
las muestras presurizadas presentaron una viscosidad mayor que la que presentd la
muestra control, que calificaron como ligeramente acuosa. Los catadores apuntaron
también que las muestras presurizadas a 50 °C mostraron una viscosidad méas elevada

que las muestras tratadas a 45 °C, hecho que fue valorado positivamente.

La evolucion de las muestras de gazpacho durante todo el tiempo de
almacenamiento, fue similar que el primer dia y los mismos resultados se encontraron
en el dia 15 y 30 del anélisis sensorial. Sin embargo, los catadores percibieron
diferencias notables en la viscosidad entre las muestras, lo que les permitio identificar la
muestra diferente en el test triangular de manera significativa en el caso de la muestra
tratada a 50 °C y a 45 °C (P<0,01). A lo largo del almacenamiento se registré un
aumento de la viscosidad en todas las muestras. Los tratamientos de alta presion
aplicados no tuvieron efecto sobre las caracteristicas organolépticas especialmente en
aroma, sabor y color del gazpacho, los cuales fueron apreciados por el panel de los
catadores. Por otra parte, no hubo presencia de aromas o sabores extrafios y los

catadores calificaron de muy buenos los gazpachos presurizados.

El cambio producido a nivel de viscosidad fue positivo y los catadores evaluaron
mejor a las muestras presurizadas con respecto a la muestra control. EI gazpacho

presurizado tuvo mejor consistencia y homogeneidad. Los resultados encontrados estan
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de acuerdo con los pocos trabajos publicados sobre el efecto de altas presiones en las
caracteristicas sensoriales de los zumos vegetales. La alta presion modifica poco estas

caracteristicas y no se detecta presencia de sabores u olores a “cocido” (Cheftel, 1991).
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Figura IV. 8. Andlisis sensorial del gazpacho control y tratado por alta presion (AP) a
45 °C y 50 °C durante 30 dias de almacenamiento a 4 °C
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RESULTADOS Y DISCUSION ZUMO DE UVA

5. 1. INFLUENCIA DEL METODO DE CLARIFICACION SOBRE LA
COMPOSICION DE LOS ZUMOS DE UVA

Los andlisis de composicion se llevaron a cabo en dos lotes de zumo de
uva que fueron sometidos previamente a dos diferentes tratamientos de
clarificacion: microfiltracion (MC) y clarificacion mediante enzimas pectoliticas
(CE).

Los resultados del analisis fisico-quimico de los dos lotes de zumos de uva
y su evolucion durante los 60 dias de almacenamiento en refrigeracion se
muestran en la Tabla 5.1. Se evalu6 el pH, los grados Brix y la acidez total en
ambos lotes con el fin de comparar el efecto de cada método de clarificacion sobre

la composicion de estos zumos de uva (Tabla 5. 1).

Tabla 5. 1. Comparacion de dos métodos de clarificacion y su efecto sobre la
composicion del zumo de uva durante 60 dias de almacenamiento a 4 °C

Zumo de uva pH ° Brix Acidez total

Dial

MC 3,1+0,04 16,7+0,7 35+0,7

CE 32+0,1 16,7+ 0,7 38+04
Dia 30

MC 3,0+£0,03 15,1+ 0,7 45+0,0

CE 3,2+0,08 151+29 45404
Dia 60

MC 3,0+ 0,06 143+24 5,6 £0,07

CE 32+0,1 140+238 51+0,2

MC: zumo de uva microfiltrado
CE: zumo de uva clarificado mediante enzimas pectoliticas
Acidez total: expresada en gramos de acido tartarico/l

En el primer dia después de los tratamientos de clarificacion (MC y CE),

la composicion de los zumos de uva no se vio afectada (P>0,05) por el método de

clarificacion.
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Los pHs de los lotes de zumo de uva MC y CE presentaron valores muy
estables, y no se vieron afectados ni por el método de clarificacion ni por el
almacenamiento en refrigeracion, no registrandose diferencias significativas
(P>0,05) entre si.

Los zumos de uva mostraron valores méas bajos en grados brix a los 30
dias de almacenamiento, asi como a los 60 dias, hecho que se debe especialmente
a la degradacion de los azlcares del zumo de uva por parte de los propios
microorganismos presentes en él, especialmente las levaduras. Tanto el zumo de
uva MC como el zumo de uva CE mostraron la misma evolucion en grados Brix

durante el almacenamiento en refrigeracion.

En cuanto a la acidez total de los zumos, ésta mostré una evolucion
creciente durante el almacenamiento. Los &cidos son liberados en el zumo
basicamente por la accion de los microorganismos, éstos ultimos degradan los
azlcares y liberan acidos durante la fermentacién. No obstante, como hemos
comentado anteriormente, el pH se mantuvo estable y no mostrd diferencias

significativas durante el almacenamiento en frio.

El uso de enzimas pectoliticas para la clarificacion del zumo de uva no
produjo diferencias en la composicién general de los zumos obtenidos. Estos
resultados confirman los encontrados por Liu et al. (1987) donde mostraron que el
uso de enzimas pectoliticas para la clarificacion de los zumos de uva, no modifica
la acidez total de éstos y tampoco influye en el contenido alcohdlico de los vinos.
El estudio de Lao et al. (1996) demostrd6 que las enzimas pectoliticas no
modifican el pH, sélidos solubles, acidez total, y tampoco el contenido de etanol
en los vinos blancos. Los mismos resultados han sido obtenidos en el caso de la

clarificacion por la microfiltracion (Gaillard y Berger, 1984).

El zumo de uva estd expuesto a una gran y rapida alteracion
microbioldgica y fisico-quimica debido a su composicion en acidos organicos y
enzimas, pero especialmente como consecuencia de su elevado contenido en
azlcares, cuya degradacion mediante las levaduras autoctonas conlleva a una

rpida fermentacion. Los tratamientos térmicos usados normalmente en su
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conservacion producen defectos del color y del sabor, causando una pérdida de
calidad (Castellari et al., 1997).

En este trabajo se ha estudiado la alta presion como proceso de
conservacion del zumo de uva para la obtencion de un nuevo producto de alta
calidad, sin inducir cambios sustanciales en las caracteristicas fisico-quimicas y

organolépticas.

5. 2. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS DE ALTAS PRESIONES
SOBRE LA COMPOSICION DEL ZUMO DE UVA

Se han ensayado diferentes combinaciones de alta presion y temperaturas
sobre el zumo de uva: 400 MPa/2 °C, 400 MPa/40 °C y 500 MPa/2 °C durante
10 min en todos los tratamientos. Estos tratamientos fueron escogidos teniendo en
cuenta la composicion fisico-quimica y caracteristicas microbiolégicas del zumo
de uva, producto perecedero que tiende a deteriorarse facilmente. Por este motivo
tras su obtencidn debe mantenerse a temperaturas de refrigeracion a fin de evitar
crecimiento microbiano y su pardeamiento. El tratamiento de 400 MPa a 40 °C

fue propuesto con el objetivo de inducir mayor inactivacién microbiana.

Los resultados de los andlisis fisico-quimicos en ambos lotes de zumo de
uva tratados por alta presion, y sus correspondientes controles, asi como su
evolucion durante 60 dias de almacenamiento en refrigeracion a 4 °C se muestran
en las Tablas 5. 2ay 5. 2b.

Los tratamientos de alta presidbn no mostraron ningun efecto sobre la
composicion de los zumos de uva. Los valores de pH, grados Brix y acidez total
fueron similares (P>0,05) entre los controles y las muestras sometidas a alta

presién para ambos lotes de zumos de uva en el primer dia del tratamiento.

El pH del zumo de uva se mantuvo estable durante todo el tiempo de
almacenamiento en refrigeracion, tanto en las muestras control como en las

sometidas a la alta presion.
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Los valores de grados Brix no registraron cambios en las muestras

presurizadas. Sin embargo, las muestras control de zumo de uva se vieron

afectadas (P<0,05) durante el almacenamiento, y mostraron valores mas bajos de

grados Brix, indicando un inicio de fermentacion y de deterioro en el producto,

debido a la accién enzimatica y microbiologica de los microorganismos activos en

el zumo de uva, especialmente levaduras y bacterias.

Tabla 5. 2a. Efecto de las diferentes combinaciones de presion /temperatura sobre
la composicion del zumo de uva microfiltrado (MC) durante 60 dias de
almacenamiento en refrigeracion

Zumo de uva MC PH °Brix Acidez total
Dia 1
Control 3,1+0,04 16,7 £ 0,7 3,5+0,7
400/2 °C 3,1+0,08 16,7 £0,7 4,0+0,7
400/40 °C 3,1+0,08 16,7 £0,7 4,0+ 0,02
500/2 °C 3,1+0,08 16,7 £0,7 4,0+0,1
Dia 15
Control 3,1+0,01 16,7 £0,7 36+0,3
400/2 °C 3,1+0,02 16,7 £0,7 43+0,3
400/40 °C 3,0+0,0 16,7 £0,7 43+0,3
500/2 °C 3,1+0,01 16,7 £0,7 44+0,3
Dia 30
Control 3,0+0,03 15,1 +0,7 45+0,0
400/2 °C 3,1+0,08 16,6 +0,8 44+ 0,2
400/40 °C 3,1+0,1 16,6 +0,8 44+0,3
500/2 °C 3,1+0,03 16,6 + 0,8 44+0,3
Dia 45
Control 3,1+0,1 147+23 50+0,3
400/2 °C 3,0+£0,2 16,6 +0,8 44+0,8
400/40 °C 3,1+0,1 16,6 £ 0,8 41+11
500/2 °C 3,1+0,1 16,6 £ 0,8 42 +0,1
Dia 60
Control 3,0+0,06 143+24 5,6 £0,07
400/2 °C 3,0+ 0,04 16,6 + 0,8 4,9+ 0,08
400/40 °C 3,0+0,05 16,6 £0,8 4,9 +0,07
500/2 °C 3,0+ 0,02 16,6 £0,8 4,9 +0,07
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Tabla 5. 2b. Efecto de las diferentes combinaciones de presion/temperatura sobre
la composicion del zumo de uva clarificado mediante enzimas (CE) durante 60
dias de almacenamiento en refrigeracion

Zumo de uva CE pH °Brix Acidez total
Dia 1
Control 3,2+0,1 16,7 £ 0,7 3,8+0,4
400/2 °C 3,2+0,1 16,7 £ 0,7 35+£05
400/40 °C 3,2+0,1 16,7 £0,7 3,6+0,5
500/2 °C 32+0,1 16,7+ 0,7 3,5+0,6
Dia 15
Control 3,2+0,1 16,7 £ 0,7 3,9+04
400/2 °C 3,2+0,1 16,7 £0,7 3,6+0,5
400/40 °C 3,2+0,1 16,7 £0,7 3,7+£0,5
500/2 °C 32+0,1 16,7+ 0,7 3,56+0,6
Dia 30
Control 3,2+0,08 151+29 45404
400/2 °C 3,2+0,01 16,7+ 0,8 3,3+0,7
400/40 °C 3,2+0,01 16,7 £0,8 35104
500/2 °C 3,2+0,01 16,7 £0,8 3,3+0,7
Dia 45
Control 3,1+0,06 15,0+ 2,7 4,7+0,3
400/2 °C 3,2+0,02 16,7+ 0,7 36+11
400/40 °C 3,2+0,09 16,7+ 0,7 35+1,.2
500/2 °C 3,2+0,01 16,7 +£0,7 40+0,5
Dia 60
Control 32+0,1 140+2,8 51+0,2
400/2 °C 3,2+0,1 16,7 +0,8 3,9+0,7
400/40 °C 32+0,1 16,7+0,8 39+0,8
500/2 °C 32+0,1 16,7+ 0,8 3,56+0,2

Los zumos MC y CE presentaron valores similares de pH y grados Brix.
En cuanto a la acidez total, se registraron valores ligeramente mas altos en el
zumo MC respecto al zumo CE, también se mostré un incremento de los valores
de la acidez total a partir del dia 30 de almacenamiento en refrigeracion de las

muestras control de ambos zumos MC y CE.
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Las muestras tratadas por alta presion se mostraron mas estables aunque
presentaron un ligero incremento en su acidez total en el caso del zumo MC en el
primer dia, asi como durante el almacenamiento. Este aumento fue menos
apreciable con respecto a las muestras control (Tabla 5.2a). Las muestras tratadas
por alta presion evolucionaron de manera similar durante el almacenamiento y no
mostraron diferencias significativas (P>0,05) entre si en cada periodo de

almacenamiento.

Los zumos de uva procesados con alta presion conservaron las
propiedades fisico-quimicas estables durante los 60 dias de almacenamiento. Los
resultados encontrados en este trabajo coinciden con estudios realizados por Moio
et al. (1994) y Delfini et al. (1995) donde mostraron que los tratamientos de alta
presion entre 500 y 600 MPa fueron suficientes para garantizar la estabilidad del
zumo de uva sin afectar a su composicion fisico-quimica ni a su calidad sensorial.
Otro trabajo sobre la aplicacion de altas presiones en cerveza mostré que el
tratamiento de 600 MPa durante 5 min no indujo cambios en los constituyentes
quimicos de la cerveza, los cuales se conservaron estables durante los 49 dias de

almacenamiento (Castellari et al., 2000).

5. 3. INFLUENCIA DE LAS ALTAS PRESIONES SOBRE LAS
ACTIVIDADES ENZIMATICAS PRESENTES EN LOS ZUMOS DE UVA

Se realizaron analisis de polifenoloxidasa (PFO) y pectinmetilesterasa
(PME) en los lotes de zumo de uva control y tratados mediante altas presiones. En
todos los ensayos realizados no se detectd actividad PFO, lo cual podria estar
directamente relacionado con la variedad de la uva utilizada o también con su
método de elaboracion. La uva blanca en general tiene muy poca actividad PFO,
por otra parte, los compuestos fendlicos estan presentes en la piel y en el hollejo
junto con enzimas PFO, las cuales al entrar en contacto con el aire conducen a la
oxidacion de estos compuestos. En nuestro caso, antes de proceder al prensado de
la uva, los granos fueron afiadidos de una dosis 0,2 g/kg de acido ascorbico con el

fin de protegerlos de las actividades PFO durante la elaboracion del zumo, la piel
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y los hollejos fueron filtrados y separados rapidamente para no entrar en contacto
con el zumo. Todos estos factores estan relacionados con el resultado del analisis
enzimatico, aunque no hay que descartar el método utilizado para la clarificacion
del zumo, tanto la microfiltracion como la clarificacién enzimatica podrian tener

un efecto sobre la actividad PFO.

Castellari et al. (2000), en un estudio sobre los efectos de las altas
presiones sobre la estabilidad de zumo de uva blanca, observd muy bajas
actividades PFO en el zumo antes del embotellado. Segun los autores esto se debe
esencialmente a las operaciones de refinado que se llevaron a cabo en el zumo de
uva y a la baja concentracion de oxigeno en el medio. Los autores afirmaron que
tampoco se detectaron actividades enzimaticas en las mismas muestras control y

tratadas por alta presion después del embotellado.

En el caso de la PME, las actividades detectadas en los lotes de zumos de
uva MC y CE fueron del orden de 0,17-0,18 UA/min x ml, ambos zumos
mostraron una evolucion similar durante el almacenamiento en frio (Figura V. 1).
El uso de enzimas pectoliticas como tratamiento de clarificacién, asi como la
microfiltracion, se mostro eficaz en la estabilizacion de los zumos de uva durante
el almacenamiento, produciendo asi una reduccién de la actividad PME cuya
accion perjudica la estabilidad y la conservacion de los zumos de uva (Hassan et
al., 1992; lvaldi, 1986). Estos tratamientos combinados con altas presiones
pueden brindar mayor calidad al zumo de uva, ofreciéndole una mejor

conservacion.

Los tratamientos de alta presion aplicados a los zumos de uva produjeron
una reduccion de casi el 50 % de la actividad PME, la cual registré valores muy
bajos (~ 0,07 UA/ml x min). Las muestras tratadas se mostraron estables durante
todo el tiempo de almacenamiento y no se registrO ninguna activacion o

recuperacion del enzima en los zumos de uva.

La alta presion ademas de inactivar enzimas, es un tratamiento tecnoldgico
gue garantiza la estabilidad microbioldgica y organoléptica durante un largo
periodo de conservacion en frio (Delfini et al., 1995; Tonello et al., 1996). La

mayoria de trabajos sobre inactivacion de PME por altas presiones enfocaron su
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investigacion sobre los zumos citricos (Hernandez y Cano, 1998; Tangwongchai
et al., 2000), y algunos en concentrados de tomate (Porretta et al., 1995). Sin
embargo, los trabajos realizados sobre zumos de uva o vino han centrado su
atencion en las modificaciones quimicas y microbioldgicas debidas a los
tratamientos de presion (Lonvaud-Funel et al., 1994; Moio et al., 1994; Delfini et
al., 1995; Amati et al., 1996; Tonello et al., 1996; Castellari et al., 1997), pero

ninguno de ellos ha estudiado la inactivacion de la PME.
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Figura V. 1. Evolucion de la PME en los zumos de uva control y tratados
microfiltrados (MC) y clarificado por enzimas (CE) durante 30 dias de
almacenamiento en refrigeracién
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5. 4. EFECTO DE LAS ALTAS PRESIONES SOBRE LA ESTABILIDAD
MICROBIOLOGICA DEL ZUMO DE UVA DURANTE EL
ALMACENAMIENTO EN FRIO

Se ha realizado un analisis microbiolégico de los diferentes tipos
microbianos (totales, bacterias lacticas, y mohos y levaduras) de los zumos de uva
MC y CE, controles asi como tratados por alta presion al dia 1 y su evolucion

durante un periodo de 60 dias de almacenamiento en refrigeracion (Figura V. 2).

El zumo de uva control MC como cabia esperar, mostr6 recuentos totales
mas bajos (P<0,05) que el zumo de uva clarificado mediante enzimas CE en el
primer dia después de la clarificacidn, obteniéndose una reduccion inicial de

~2 log UFC/ml en el zumo de uva MC con respeto al zumo de uva control CE.

La evolucién de los recuentos totales en las muestras control de zumo de
uva MC fue creciente a partir de los 30 dias hasta alcanzar recuentos de ~6 log
UFC/ml a los 60 dias de almacenamiento en refrigeracion. En cambio en el zumo
de uva CE control se registraron recuentos totales muy altos, del orden de ~7 log
UFC/ml a partir del dia 15 después de su obtencion, pero estos recuentos se

mantuvieron estables durante el almacenamiento en refrigeracion.

La microfiltracion es un tratamiento de clarificacion eficaz ya que permite
la depuracién de soluciones macromoleculares o de suspensiones incluyendo
microorganismos de tamarfios a partir de 0,1 um. Esta técnica es de gran utilidad
para la elaboracién de los zumos de uva, ya que eliminando una importante carga
microbiana inicial se puede evitar una rapida fermentacion del zumo,
obteniéndose ademaés su clarificacion, y la garantia de un zumo de uva de alta

calidad microbioldgica y organoléptica (Berger, 1986; Barillére et al., 1986).

La aplicacion de altas presiones sobre los zumos de uva MC y CE indujo
reducciones en la microbiota de ambos tipos de zumo. El zumo de uva MC mostro
una inactivacion de mas de 1 log UFC/ml para recuentos totales y bacterias
lacticas. Sin embargo, la inactivacion fue total para los mohos y levaduras, las

cuales se mostraron mas sensibles a este tipo de tratamiento.
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Figura V. 2. Recuentos totales (PCA), bacterias lacticas (MRS), mohos y
levaduras (SAB) (A, B y C, respectivamente) de zumo de uva microfiltrado (MC)
y clarificado mediante enzimas (CE) controles y tratados por alta presion durante

60 dias de almacenamiento a 4 °C
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En el caso del zumo de uva CE se registr0 una inactivacion total en las
bacterias lacticas y de mohos y levaduras, y se produjo una reduccion de

~2 log UFC/ml en la carga incial de los recuentos totales.

Todos los tratamientos aplicados 400-500 MPa a 2 °C y 40 °C durante
10 min, mostraron el mismo efecto sobre ambos tipos de zumos de uva MC y CE.
La presion y la temperatura de tratamiento no mostraron diferencias significativas
(P>0,05).

Los zumos de uva MC y CE tratados por altas presiones se mostraron mas
estables y no registraron activacion microbiana durante los 60 dias de
almacenamiento en frio. Sin embargo, los zumos de uva controles como hemos
comentado anteriormente, presentaron una evolucién creciente en los recuentos
microbianos (~7 log UFC/ml a los 60 dias) tanto en el zumo de uva MC como en
el zumo de uva CE. Los zumos de uva controles fueron anotados como

fermentados.

Estos resultados estan de acuerdo con otros trabajos sobre el efecto de las
altas presiones sobre Saccharomyces cerevisiae (Ochiai et al., 1991; Hamada
etal., 1991) y sobre otras levaduras y mohos, que en general son muy
barosensibles. En diferentes trabajos se ha demostrado que tratamientos de
300 MPa durante 30 min o 400 MPa aplicados durante 5-10 min a temperatura
ambiente, reducen considerablemente la viabilidad de los mohos, levaduras y de
otras células vegetativas en zumos acidos (Hoover et al., 1989; Ogawa et al.,
1990).

Diferentes trabajos han utilizado la alta presién para inhibir el crecimiento
de patdgenos en alimentos, para una posible aplicacion en la industria alimentaria
(Hoover, et al., 1989; Cheftel, 1991; Dall’Aglio et al., 1992). Sin embargo,
existen pocos trabajos sobre la aplicacion de altas presiones en zumos de uva y
vinos. Hara et al. (1990) aplicando alta presion en vino de arroz mostraron que el
tratamiento de 300 MPa durante 10 min a 25 °C, permitio la inactivacion total de
levaduras asi como bacterias lacticas parando totalmente la fermentacion del vino,
sin alterar las propiedades organolépticas del producto. Las primeras experiencias

realizadas sobre vinos blancos franceses han mostrado resultados microbioldgicos
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similares, y las principales caracteristicas de los vinos no han sido modificadas
por la aplicacion de presiones entre 300 y 350 MPa durante 10 min (Lonvaud-
Funel et al., 1994). Un estudio de Delfini et al. (1995) sobre la estabilizacion
microbioldgica de mosto de uva y vino de moscatel inoculados con 6 log
(UFC/ml) de 13 diferentes especies de levaduras de vino, y cepas de
Lactobacillus spp., Acetobacter spp., Botrytis cinerea en forma vegetativa y
esporulada, ha mostrado que todos los microorganismos que fueron inoculados en
el vino moscatel fueron totalmente inactivados por un tratamiento de 400 MPa

durante 2 min a 20 °C.

En un estudio de Tonello et al. (1996) sobre el efecto de las altas presiones
en 4 cepas de levaduras comerciales inoculadas en un zumo de uva y vino modelo
(presion 200-300 MPa, tiempo de tratamiento hasta 5 min y temperaturas 20 y
4 °C), mostré una eficacia de destruccion de las cepas de 6 log UFC/ml a 300

MPa durante 5 min de tratamiento.

Por otra parte, también se ha mostrado que un pH bajo (2,5-3,5),
temperaturas moderadas (40-60 °C) y un alto contenido de CO, mejora el efecto
antimicrobiano de las altas presiones, mientras que las altas concentraciones de
sacarosa tienen una accién protectora (Butz y Ludwig, 1986). Sin embargo,
Ogawa et al. (1990) no detectd ninguna influencia del pH (2,5 — 4,5) sobre la
destruccion de mohos y levaduras en zumo de mandarina tratado entre 100 y
400 MPa. EIl autor comento también la ausencia de cualquier efecto protector de
los azucares hasta una concentracion de 20 °Brix. En nuestro caso, los
tratamientos aplicados de 400 y 500 MPa tuvieron una destruccion eficaz sobre
las levaduras y mohos, asi como las bacterias lacticas del zumo de uva. En
estudios posteriores seria interesante comprobar si existe un efecto protector de

los azUcares en este producto.
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5. 5. EFECTO DE LA ALTA PRESION SOBRE EL COLOR DE LOS
ZUMOS DE UVA Y SU EVOLUCION DURANTE EL
ALMACENAMIENTO EN FRIO

La evolucion del color de los zumos de uva MC y CE controles y tratados
por altas presiones se recoge en las Tablas 5.3a y 5.3b. Los parametros de color
L*, a*, b* y C* se mostraron estables en el primer dia después de los tratamientos
de presurizacion y no se registraron diferencias significativas (P>0,05) entre las
muestras control y tratadas por alta presion. Los mismos resultados fueron
encontrados por Castellari (2000) mostrando que la alta presion a 600 MPa/5 min
a temperatura ambiente no tuvo ningun efecto significativo sobre los parametros

L*, a*y b* respecto a la muestra control en la cerveza.

Tabla 5. 3a. Evolucién del color del zumo de uva (MC) durante los 60 dias de
almacenamiento en refrigeracion a (4 °C) de las muestras control y tratadas por
alta presion

Zumo de uva MC
Parametros de color a* b* L* Cc*
Dial
Control *-0,63 3,68 98,46 3,74
400 MPa/2°C 0,71 3,82 98,59 3,88
400 MPa/40°C -0,73 3,86 98,74 3,92
500 MPa/2°C -0,76 3,32 99,51 3,41
Dia 30
Control 1,513 22,03 92,95 22,08
400 MPa/2°C -0,08" 478" 97,98% 4,78°
400 MPa/40°C -0,27° 4,42° 08,53? 4,43
500 MPa/2°C -0,04" 4.46° 98,29° 4.46°
Dia 60
Control 0,82° 32,48 90,61° 32,49
400 MPa/2°C -1,02¢ 13,68° 96,99° 13,71°
400 MPa/40°C -0,29° 26,60° 92,08" 26,60°
500 MPa/2°C -1,13° 7,51¢ 98,40° 7,60¢

*Valores promedios dentro de la misma columna para cada periodo de almacenamiento, cada
parametro de color L*, a* y b*, y C* y con la misma letra, no muestran diferencias significativas
(P>0,05)
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A partir de los 30 dias de almacenamiento en refrigeracion, los parametros
L*, a*, b* y C* registraron cambios (P<0,05) perceptibles en las muestras control
en comparacion con sus correspondientes tratadas por alta presion. La evolucion
creciente de los valores de a* y b* hacia valores positivos, indica un color mas
intenso en el zumo de uva control. También se observo una disminucion del valor
de L* indicando un ligero oscurecimiento (pardeamiento) de estos zumos
(Tabla 5. 3a).

Tabla 5. 3b. Evolucion del color del zumo de uva (CE) durante los 60 dias de
almacenamiento en refrigeracion a (4 °C) de las muestras control y tratadas por
alta presion

Zumo de uva CE

Parametros de color a* b* L* Cc*
Dial
Control -0,86 4,05 99,23 414
400 MPa/2°C -0,83 4,01 08,78 410
400 MPa/40°C -0,76 4.42 97,75 4.49
500 MPa/2°C -0,70 4,36 97,32 442
Dia 30
Control -0,90° 10,65% 97,82 10,682
400 MPa/2°C -0,62° 4,96° 98,58 5,00°
400 MPa/40°C -0,45° 4,42° 08,78 445"
500 MPa/2°C -0,16¢ 456" 96,92 4.56°
Dia 60
Control 1,05b 32,10° 90,30° 32,12°
400 MPa/2°C 1,83 35,86° 88,63° 35,907
400 MPa/40°C 2,03? 37,36° 87,97° 37,42
500 MPa/2°C 2.26% 37,85 87,89° 37,922

*Valores promedios dentro de la misma columna para cada periodo de almacenamiento, cada
parametro de color L*, a* y b*, y con la misma letra no muestran diferencias significativas
(P>0,05)

Los parametros b* y C* (saturacion) mostraron valores crecientes en la
muestra control a lo largo del almacenamiento durante los primeros 30 dias

mientras que las muestras presurizadas se mantuvieron estables. Sin embargo, a
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los 60 dias de almacenamiento, se observd un aumento considerable del valor de
b* y C* que se tradujo en un color mas pardo en todas las muestras control y

presurizadas, excepto en la muestra tratada a 500 MPay 2° C del zumo MC.

En el caso del zumo de uva CE, los resultados fueron similares que en el
zumo de uva MC para el primer dia después del tratamiento. La alta presion no
mostrd ningun efecto sobre los parametros L*, a* y b* (Tabla 5. 3b). Las muestras

tratadas y control no mostraron diferencias significativas (P>0,05).

A los 30 dias de almacenamiento, en general, las muestras tratadas
mantuvieron estables los parametros de color. Sin embargo la muestra control
mostré un aumento considerable en los valores de b* y C* indicando un color mas
intenso y ligeramente mas oscuro que las muestras tratadas, las cuales mostraron

un color similar que el primer dia de almacenamiento en refrigeracion.

A los 60 dias todas las muestras tratadas y control mostraron valores mas
altos en los parametros a*, b* y C*, mientras que el valor de L* mostré un ligero

descenso indicando menos claridad.

El color de todas las muestras tanto del zumo MC como del zumo CE,
mostré una evolucion similar a lo largo del almacenamiento en refrigeracion y no
se observaron signos de oxidacion o pardeamiento en las muestras tratadas por
alta presion durante los 30 primeros dias de almacenamiento, a diferencia de las
muestras control que mostraron un color mas intenso y mas oscuro. Asi, el
tratamiento de alta presion permite estabilizar el color de los zumos de uva

durante 30 dias de almacenamiento.

A los 60 dias de almacenamiento, los dos zumos de uva registraron un
incremento considerable de los parametros de color a*, b* y C*, tanto en las
muestras control como las presurizadas, excepto para el tratamiento de 500 MPa y
2 °C del zumo MC. Este aumento de los parametros de color, que fue mas
pronunciado en el zumo de uva CE, estd seguramente relacionado con el método
de clarificacion aplicado. La clarificacion mediante enzimas ejerce una accion
especifica sobre los polifenoles provocando su sedimentacion junto con otras

particulas suspendidas en el zumo. Estos compuestos fendlicos juegan un papel
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antioxidante muy importante en el zumo de uva y por lo tanto su eliminacion o
reduccion puede favorecer la oxidacion ya que el zumo queda desprotegido frente

a cualquier contacto con el aire o presencia de oxigeno.

Para confirmar estos resultados, se realizaron medidas de absorbancias a
diferentes longitudes de onda (420 nm y 520 nm) en ambos zumos de uva MC y
CE controles y tratados por altas presiones, estudiandose su evolucion durante el
almacenamiento (Figura V. 3). El pardeamiento del zumo de uva es
frecuentemente cuantificado mediante estas medidas de absorbancia (Lukton et
al., 1956; Ponting et al., 1960; Flora et al., 1976; Skrede, 1985).

Los zumos de uva MC y CE control mostraron una absorbancia muy
similar en el primer dia (Aso = 0,065 y 0,060; Asyp = 0,019 y 0,010,
respectivamente). La aplicacion de la alta presion no afectd al color de los zumos
de uva MC y CE y no se registraron diferencias significativas (P>0,05) en las
absorbancias 420 y 520 nm entre las muestras control y sus correspondientes

tratadas por los diferentes tratamientos de alta presion.

A partir del dia 30, las muestras control del zumo de uva MC mostraron
mayores valores de absorbancia a 420 nm y a 520 nm (~0,33 y 0,112), respecto al
dia 1. Sin embargo, las muestras tratadas por altas presiones se mantuvieron
estables y mostraron los mismos valores que el primer dia de almacenamiento. El
zumo de uva CE control a diferencia del MC se mantuvo estable y mostré una

evolucidn similar a sus correspondientes muestras tratadas por altas presiones.

A los 60 dias de almacenamiento, la muestra control del zumo de uva MC
incremento su absorbancia hasta 0,513 a 420 nm y 0,146 a 520 nm. Las muestras
tratadas también registraron un aumento en los valores de absorbancia a las dos
longitudes de onda estudiadas. La muestra tratada a 500 MPa/2 °C fue la mas
estable durante los 60 dias de almacenamiento y registro valores de absorbancia

similares a los obtenidos en el primer dia después del tratamiento.
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Figura V. 3. Absorbancias a 420 y 520 nm de los zumos de uva microfiltrado
(MC) vy clarificado con enzimas (CE) controles y tratados por diferentes
tratamientos de alta presidn y su evolucion durante los 60 dias de almacenamiento

En el caso de los zumos de uva CE, estos Gltimos evolucionaron de
manera similar que los zumos MC, registrando valores méas altos de absorbancia,
incluso para el tratamiento de 500 MPa/2 °C. Este hecho es probablemente debido
a la clarificacion enzimatica, la cual produce una reduccién importante en la parte
coloidal del zumo de polifenoles produciendo su oxidacion en presencia de
oxigeno y por lo tanto conlleva al pardeamiento. Estos cambios se vieron
reflejados en el incremento de la absorbancia en este zumo a partir de los 30 dias
de almacenamiento a 4 °C. Estos resultados también los podemos relacionar con
los pardmetros de color L*, a* y b*, los cuales indicaron un cambio en el color a

partir de los 30 dias en el caso de los dos zumos de uva MC y CE.
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El tratamiento de 500 MPa mostré mejor estabilidad de las caracteristicas
y parametros de color hasta los 60 dias de almacenamiento sobre todo en el zumo
MC por lo que este tratamiento fue elegido para realizar las pruebas sensoriales

comparandose con el control.

5. 6. EFECTO DE LAS ALTAS PRESIONES SOBRE LAS PROPIEDADES
ORGANOLEPTICAS DE LOS ZUMOS DE UVA

Las muestras control y tratadas de los zumos de uva MC y CE fueron
analizados por un panel de catadores durante los 60 dias de almacenamiento en
frio. Los analisis se realizaron los dias 1, 15, 30, 45 y 60 después del tratamiento.

Las Figuras V. 4y V. 5ay V.5b muestran los resultados de los dias 1, 30 y 60.

Se registraron diferencias significativas (P<0,05) en algunos descriptores
para ambos zumos controles y tratados MC y CE, sobre todo en el dia 1
(Figura V. 4). Los zumos CE mostraron mejor “aroma a fruta fresca” y menor
astringencia que los zumos MC. El resto de descriptivos presentaron valores

similares para los dos tipos de zumos.

Estos defectos en las caracteristicas organolépticas de los zumos de uva
pueden estar relacionados con el método de clarificacién. Los componentes
aromaticos principales (terpenos) presentes en el zumo de uva son volatiles y
podrian haber sufrido algunas pérdidas durante el proceso de microfiltracion,

registrandose esta diferencia en el aroma a fruta fresca en el zumo MC.

Por otra parte, las diferencias observadas entre tratamientos de
clarificacion en cuanto a las caracteristicas de astringencia de los zumos podrian
explicarse por la precipitacion de componentes con caracteristicas astringentes
durante el proceso de clarificacion enzimética. Sin embargo, estos componentes
esencialmente fenoles, quedan libres en el zumo y no son detenidos el caso de la

microfiltracion por membrana durante la clarificacion.
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Figura V. 4. Andlisis sensorial del zumo de uva clarificado con enzimas (CE) y
microfiltrado (MC) control y tratado por alta presién (AP) en el primer dia de
almacenamiento

Estudios llevados a cabo por Castino (1990) y Bosso (1992), mostraron
que el uso de la clarificacion enzimatica, ademas de facilitar el flujo del zumo de
uva y dar una buena claridad a los zumos y vinos, afecta a los componentes
relacionados con su calidad sensorial (sabor y aroma), debido a una reduccion
considerable de los coloides glucosidicos y proteicos de los zumos de uva (Lao et
al., 1996). Estos coloides causan la turbidez de los zumos de uva y vinos pero a su
vez tienen una influencia importante sobre los componentes volatiles que

estabilizan el aroma de los mismos (Lubbers et al., 1993).

A los dias 30 y 60 después del tratamiento, los cambios sensoriales fueron
mas aparentes en las muestras control de ambos lotes de zumo de uva
(Figuras V. 5a y V. 5b). Los valores del descriptor “dulzor” disminuyeron durante
el almacenamiento mientras que los valores de “acidez” aumentaron confirmando
los resultados obtenidos en los andlisis fisico-quimicos. En estos estadios de
conservacion, el zumo de uva control fermento, con presencia de burbujas debido

a la liberacion de CO; por la accidn de las levaduras presentes en el zumo.
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En cuanto a la aplicacion del tratamiento de alta presion, sobre los zumos
de uva MC y CE controles (Figuras V. 5a y V. 5b), estos ultimos fueron muy
similares a sus controles en el primer dia de almacenamiento. Los catadores no
detectaron diferencias significativas entre los zumos de uva controles y sus
respectivos tratados a 500 MPa y 2°C (P>0,05), los cuales mostraron
caracteristicas similares de frescura, acidez, dulzor, aromas y astringencia (Figura
V.4). De acuerdo con algunos estudios sobre el efecto de las altas presiones sobre
la calidad sensorial de los alimentos de origen vegetal, la alta presion no modifica

sustancialmente el color ni el sabor o el aroma de los alimentos (Cheftel, 1991).

Los zumos de uva tratados por alta presion de ambos lotes MC y CE,
presentaron una buena estabilidad de los parametros “dulzor” y “acidez” durante
los 60 dias de almacenamiento en frio, aunque fue percibido un pequefio descenso
en el descriptor “aroma a fruta fresca” en el zumo de uva MC. En general las
muestras tratadas tuvieron un sabor y aroma muy agradables y aceptables segun
los catadores. Estos resultados coinciden con los encontrados por Delfini et al.
(1995) en un estudio sobre el efecto de las altas presiones en zumos de uva y
vinos. El estudio mostro una buena evaluacion organoléptica con buena calidad de

sabor y aroma para ambos zumos de uva control y presurizados.
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Figura V. 5a. Evolucion sensorial del zumo de uva microfiltrado (MC) control y
tratado por alta presion (AP) durante el almacenamiento en refrigeracion.
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Figura V. 5b. Evolucion sensorial del zumo de uva clarificado con enzimas (CE)
control y tratado por alta presion (AP) durante el almacenamiento en
refrigeracion.
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APTITUD DE LA VINIFICACION DE ZUMOS DE UVA

6. 1. VINIFICACION Y CINETICA DE FERMENTACION

El proceso de fermentacion se llevo a cabo durante 15 dias a 18 °C, temperatura
que fue controlada durante todo el proceso. Los vinos procedentes de los zumos de uva
MC y CE, controles y presurizados (500 MPa, 10 min a 2 °C), mostraron una cinética de

fermentacion tipica y muy similar.

La fermentacion de los zumos de uva alcanzo su punto maximo en el transcurso
del dia 4° y 5° después de la inoculacion del fermento. La fermentacion principal

finalizo a los 7-8 dias (Figura V1. 1).
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Figura VI. 1. Evolucion de la fermentacién de los zumos de uva microfiltrado (MC) y
clarificado mediante enzimas (CE) controles (Cont) y tratados por altas presiones (AP)
durante 2 semanas a 18 °C
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En los primeros dias de fermentacion, el zumo de uva CE presentd una
velocidad de fermentacion ligeramente mayor que el zumo de uva MC. En el transcurso
de la fermentacion los dos zumos de uva mostraron valores similares de densidad. El
método de clarificacion no mostré ningun efecto sobre la fermentacion, ya que los
zumos de uva MC y CE presentaron esencialmente la misma tendencia de fermentacion.
El tratamiento de alta presion aplicado a los zumos de uva (500 MPa, 10 min a 2 °C)

tampoco afectd a la cinética de fermentacion.

Durante el proceso de fermentacion los niveles de azlcar disminuyeron
considerablemente en todos los lotes de zumo de uva. En el 5° dia de la fermentacion,
los zumos de uva MC control y presurizado presentaron 6,1 °Brix, y los zumos de uva
CE control y presurizado 7,0 °Brix, respecto a los zumos no fermentados 16,7 °Brix.
Estos resultados indican la evolucion favorable de la fermentacion en todos los zumos

de uva.

6. 2. CARACTERIZACION Y SEGUIMIENTO DE LA CEPA DE LEVADURA
INOCULADA EN LOS ZUMOS DE UVA

A lo largo de la fermentacion se tomaron muestras de los diferentes lotes de vino
al dia 4 y al final de la fermentacion, para realizar un anélisis de caracterizacion y
seguimiento de la cepa de levadura vinica inoculada, a través de la técnica RFLP-
ADNmt. Esta técnica tiene un gran poder discriminante entre cepas de levaduras muy
proximas, y su reproducibilidad y eficacia son muy validas para realizar un seguimiento
de las cepas sembradas en el zumo de uva durante la fermentacion del vino (Querol et
al., 1992 ay b).

De cada muestra se aislaron 12 colonias de levaduras y se analizaron como
muestras independientes. La Figura VI. 2 muestra los perfiles electroforéticos obtenidos
a partir de estas colonias aisladas y procedentes de los zumos en proceso de
fermentacion en el cuarto dia. En cada uno de los geles, cada carril corresponde a una de

las 12 colonias aisladas.

Todas las colonias analizadas, incluidas las obtenidas al final de la fermentacion,
(resultados no mostrados), presentaron el mismo perfil que la levadura inoculada en

cada uno de los zumos de uva controles y presurizados MC y CE (Figura VI. 2).
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Figura VI. 2. Perfil de bandas de ADNmt de distintos aislamientos de levaduras (1-12)
mediante un andlisis por electroforesis en gel de agarosa, procedentes de muestras de
zumos de uva presurizados y controles microfiltrados (MC) y clarificados mediante
enzimas (CE) en proceso de fermentacién (cuarto dia)

MPM. Marcador molecular correspondiente a una mezcla de ADN de fago lambda
digerido con Hind I11'y EcoRI. IOEC: perfil correspondiendo a la levadura inoculada
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Estos resultados indican que la cepa inoculada estuvo presente en un 100 % de
los casos analizados, desde el cuarto dia hasta el final de la fermentacion, sea cual sea el

tratamiento anterior aplicado a la muestra de zumo de uva.

6. 3. ANALISIS DE COMPOSICION DE LOS VINOS OBTENIDOS A PARTIR
DE ZUMOS DE UVA TRATADOS POR ALTA PRESION Y ZUMOS
CONTROL

La composicién del vino es mucho méas compleja que la del zumo de uva debido
a los nuevos componentes que aparecen tras su fermentacion. Los resultados de
composicion de los vinos estan directamente relacionados con la composicion de los
zumos de uva de los cuales proceden. La composicion del zumo de uva es modificada
mediante la fermentacion alcohélica, que causa la desaparicion de los azUcares, glucosa
y fructosa, y la formacion de alcoholes junto con productos secundarios como los
diferentes acidos organicos, glicerol, acetaldehido y otros compuestos volatiles (Cabanis
et al., 1980).

La variedad Parellada constituye una variedad de uva blanca muy importante en
la zona del Penedes, y es una de las tres variedades que forman parte del vino base para
la elaboracién del cava (Macabeu, Xarel-lo y Parellada). La Parellada de mejor calidad
se cultiva en las zonas altas del Penedés. Esta variedad confiere a los vinos un grado
alcohdlico bajo entre 7,5 y 10 (%vol), debido a su bajo contenido en azlcares, si la

comparamos con otras variedades.

Se ha demostrado que los zumos de uva clarificados producen mejores vinos que
los zumos de uva turbios. Estos ultimos pueden presentar sabores y aromas

desagradables (Amerine et al., 1972; Singleton et al., 1975).

La Tabla 6. 1 muestra los resultados de los andlisis de composicion de los vinos
procedentes de los zumos de uva MC y CE controles y presurizados. Anteriormente
hemos mostrado que el tratamiento de clarificacion no afecta a los constituyentes
principales del zumo de uva, y por otra parte que los tratamientos de alta presion
aplicados sobre los zumos de uva MC y CE tampoco registraron efectos sobre su
composicion general. Sin embargo, se registraron algunos cambios en la composicién

de los vinos procedentes de zumos de uva de diferentes métodos de clarificaciéon (MC y
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CE), sobre todo en la cantidad de azUcares totales, grado alcoholico y acidez total. Los
vinos MC registraron valores mas bajos en el grado alcohdlico y los azlcares totales.
Estos dos parametros estan relacionados, ya que el grado alcohélico en el vino depende

de la concentracion de los azUlcares en el zumo de uva.

Tabla 6. 1. Andlisis fisico-quimicos de los vinos

VINOS

Composicion de los vinos Control MC *AP MC* Control CE AP CE”
Grado alcohdlico (% vol) 8,85 8,70 10,5 10,25
Grado alcohdlico total (% vol) 8,86 8,71 10,13 10,3
Densidad relativa a 20 °C 0,9954 0,9955 0,9942 0,9936
Masa volumica a 20 °C (g/ml) 0,9937 0,9938 0,9925 0,9919
Extracto seco total (g/l) 19,3 19,3 20,0 19,0
Azlcar total (g/l) 0,5 0,5 1,4 1,0
Acidez total (g Ac. tartarico/l) 5,7 5,7 5,0 4.8
Restos de extracto (g/l) 18,8 18,8 18,6 18,0

1Vino obtenido a partir de zumo de uva tratado por la alta presién
®Vino obtenido a partir de zumo de uva microfiltrado
®\/ino obtenido a partir de zumo de uva clarificado por enzimas pectoliticas

Los zumos MC y CE controles y presurizados sufrieron el mismo proceso de
fermentacion en las mismas condiciones de temperatura y tiempo de vinificacién, por lo
tanto, el tratamiento de clarificacién aplicado a los zumos de uva fue el responsable de
esta diferencia en la composicion final de los vinos. La microfiltracion por membrana
pudo haber arrastrado mas azucares totales comparada con el proceso de clarificacion
mediante enzimas, explicando el menor grado alcohdélico obtenido en el vino procedente

de los zumos MC.

La acidez total de los vinos, mostré los mismos comportamientos mencionados
anteriormente para los zumos de uva (Capitulo V). La acidez total registré valores

relativamente mas altos en los zumos MC que en los zumos CE.

En cuanto a los vinos procedentes de zumos de uva tratados por alta presion para
ambos métodos de clarificacion, éstos presentaron esencialmente la misma composicion

que los vinos procedentes de zumos controles, por lo que la alta presion no tuvo ningdn

130




APTITUD A LA VINIFICACION DE ZUMOS DE UVA

efecto sobre la composicion de estos vinos. Los zumos de uva presurizados se
mostraron aptos para la fermentacion, ya que los vinos procedentes de los mismos

evolucionaron de manera similar que los vinos procedentes de zumos de uva controles.

6. 4. ANALISIS INSTRUMENTAL DEL COLOR

Los parametros coloriméticos L*, a* y b*, asi como las medidas de intensidad y
tono de los vinos fueron determinados mediante espectrometria. La intensidad es la
suma de las absorbancias del vino correspondientes a las longitudes de onda de 420, 520

y 620 nm, y el tono es representado por el cociente Ao / Asy (Tabla 6. 2).

Tabla 6. 2. Valores de los parametros L*, a*, b* y C*, intensidad y tono de los vinos a
partir de mostos microfiltrados (MC) y clarificados mediante enzimas (CE) controles y
tratados por alta presion

L* a* b* C= Abs 420 Abs 520 Intensidad  Tono
nm nm

ContMC 979 -107 85 863 0,126 0,029 0,164 4,34
AP MC 985 -131 849 859 0119 0,022 0,145 5,41
ContCE 989 -104 638 647 0,089 0,020 0,094 4,50
AP CE 988 -101 6,42 650 0090 0,017 0,110 5,29

Los vinos procedentes de los zumos de uva MC y CE, mostraron valores
similares de a* (rojo) y de L* (claridad). Sin embargo, la coordenada b* (amarillo)
mostré valores mas altos en los vinos elaborados a partir de los zumos de uva MC que
en los vinos de zumos de uva CE (8,5 frente a 6,4), asi como el parametro C* (croma),
el cual estd relacionado con b*. Los mismos resultados se encontraron en la
determinacion de la absorbancia a 420 nm ya que este parametro y b* miden el color
amarillo. En estd zona, los valores espectrofotométricos en los vinos CE fueron mas
bajos que en los vinos MC, esto se debe posiblemente a la reduccién de los compuestos

fendlicos en los zumos después de la clarificacion mediante enzimas, y por lo tanto en
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los vinos fermentados a partir de estos zumos. De forma similar la intensidad de color
(As20 + Aszo + Aspo) registro valores bajos en estos vinos. Sin embargo, el tono mostrd

valores similares entre los vinos procedentes de los zumos MC y CE.

Como veremos mas adelante, estas diferencias en los pardmetros de color entre
los vinos procedentes de zumos clarificados mediante diferentes métodos no se ha
reflejado en el analisis sensorial, en el cual no se mostraron diferencias apreciables en el

color de estos vinos.

La aplicacion de la alta presion sobre los zumos de uva no produjo cambios en
los parametros L*, a*, b* y C* de los vinos procedentes de la fermentacion de éstos,
tampoco se registraron diferencias entre estos vinos en cuanto a absorbancias e
intensidad, sin embargo, un ligero aumento del tono fue observado en las muestras de

vino a partir de zumos presurizados.

Segun algunos trabajos, la microfiltracion no afecta al color de los zumos de
uva, si bien favorece el color de los vinos procedentes de ellos (Moutounet et al., 1986).
También se ha descrito que la microfiltracidn retiene las actividades ortodifenoloxidasas
en el concentrado, y la PFO de la uva se conoce por ligarse a las particulas sélidas del
zumo durante la clarificacion (Dubernet, 1974; Sapis et al., 1982).

La aplicacion de las altas presiones se mostré muy util para estabilizar el color
en estos productos. Los vinos se mostraron brillantes y con mejor aspecto durante los 2
meses de almacenamiento. Segun algunos autores (Castellari et al., 2000; Puig et al.,
2002) las alta presion estabiliza el color de los vinos y previene la oxidacion de éstos.

Segun diferentes estudios (Ribéreau-Gayon, 1964, 1965; Cheynier et al., 1993)
los compuestos fendlicos son los principales responsables de los fendmenos de
oxidacion que pueden dar lugar a modificaciones de color y cambios organolépticos. La
composicion fendlica del vino depende mucho de la materia prima y de la vinificacion

adoptada.

Se ha descrito también que el acido caftarico constituye la mayor fuente de
polifenoles en los zumos de uva blancos (Nagel et al., 1979), y que su derivado

0 -quinona oxida numerosos compuestos fenolicos en presencia de oxigeno.

Los vinos jovenes (2 meses) fueron sometidos a un ensayo de oxidacion (10
dias) realizando medidas de absorbancia a 420 nm para predecir su oxidacion en el

tiempo (Figura V1. 3). Los resultados indicaron que los vinos procedentes de los zumos
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de uva control y presurizados presentaron valores muy similares de absorbancia en el
primer dia del ensayo, asi como en el dia 5. La evolucion de la absorbancia fue
ascendiente con el tiempo en todos los vinos hasta alcanzar su maximo en el dia 10,
donde la absorbancia fue més alta en los vinos procedentes del zumo de uva CE que en
los vinos procedentes del zumo de uva MC. Estos resultados sugieren la posibilidad de
formacion de complejos entre pectinas y fenoles solubles en los zumos, complejos que
podrian ser precipitados con mas eficacia en la clarificacion enzimatica, y con menos
intensidad en el proceso de microfiltracion lo que confirma los resultados encontrados
en el capitulo anterior, el zumo clarificado mediante enzimas queda desprotegido y
expuestos a una mayor oxidacion durante cualquier contacto con el aire, a diferencia del

zumo microfiltrado.

También se pudo observar en este Ultimo periodo de tiempo que los vinos
procedentes de los zumos de uva presurizados presentaron una absorbancia mas elevada

respeto a sus controles.

0,45

Abs 420 nm

0 Dias

0 2 4 6 8 10 12

—e— Control MC —=— AP MC Control CE AP CE

Figura VI. 3. Ensayo de oxidacion de los vinos procedentes de los zumos
microfiltrados (MC) y clarificados mediante enzimas (CE) controles y presurizados
(AP)
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6. 5. EVALUACION SENSORIAL DE LOS VINOS

La fermentacion alcohdlica causa profundas modificaciones en el aroma y el
sabor de los zumos de uva al transformarse en vinos jovenes. La variedad Parellada
produce vinos blancos aromaticos secos, de moderada graduacion, con un aroma fresco

y una delicada acidez frutal.

Los vinos jovenes fueron evaluados dos meses después de la fermentacién por 8
catadores habituados a este tipo de producto. Los resultados obtenidos en la cata se
representan en la Figura VI. 4. Estos resultados indicaron que no hubo diferencias
apreciables en el color y la acidez de los vinos, ni tampoco en el sabor de éstos. No
obstante, se registraron diferencias considerables en el aroma entre los vinos
procedentes de los zumos de uva MC y los procedentes de zumos de uva CE, sobre todo
en el aroma a fruta y floral. Se observo que los vinos procedentes del zumo de uva MC

presentaron un aroma a fruta y floral mas intenso respecto a los otros vinos.

Los vinos elaborados a partir de zumos de uva MC y CE tratados por alta
presion no registraron ningun efecto negativo sobre sus caracteristicas organolépticas y
no mostraron diferencias entre sus controles correspondientes, excepto en el caso del
vino control elaborado a partir del zumo de uva CE, donde el aroma y sabor frutal

fueron més bajos que en el vino procedente del zumo CE presurizado.

Pocos estudios existen actualmente sobre el efecto de la aplicacion de altas
presiones sobre la calidad organoléptica de zumos de uva o vinos. Lonvaud-Funel et al.
(1994) mostraron que la aplicacion de tratamientos de alta presion de 300- 350 MPa no
indujo ningun efecto sobre las caracteristicas organolépticas de los vinos. Otro estudio
de Puig et al. (2002) mostr6 que los tratamientos de 500 MPa a 4 °C durante 7 min no
tuvieron ningun efecto sobre las caracteristicas organolépticas de los vinos blancos y
tintos y que los catadores no pudieron distinguir entre los vinos control y los

presurizados.

Segun un estudio de Lao et al. (1997) sobre la calidad de tres tipos de zumos de
uva y vinos blancos elaborados a partir de tres variedades de uva (Macabeo, Xarel-lo y
Parellada), compararon los resultados de los valores promedios de color, aroma y sabor
en cada variedad de zumo de uva y vino tratado por enzimas pectoliticas y una muestra

control sin tratamiento. Los zumos de uva y vinos tratados por enzimas fueron de
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calidad inferior a los controles. No hubo diferencias en el color, pero se registraron
diferencias significativas en el sabor y el aroma de los zumos de uva y vinos tratados

por enzimas.

Estos resultados confirman los encontrados en el caso de nuestros vinos
procedentes de los zumos de uva CE. Parece ser que el uso de enzimas pectoliticos
disminuye considerablemente la cantidad de substancias coloidales presentes en el zumo
de uva y vino. Estos componentes que influyen en el color, son muy importantes porque
se encuentran unidos a componentes voldtiles, estabilizando el aroma de los vinos (Lao
et al., 1996). Castino et al. (1990) y Bosso (1992) encontraron que algunos zumos de
uva blancos tratados con preparaciones comerciales de enzimas pectoliticas, presentaron
un descenso considerable en los ésteres totales de los vinos, compuestos que intervienen

en el perfil aromético del producto.

Color
T
Sabor amargo\ ok roma floral
Acidez \'/// Aroma fruta
\\
Saborhierba——— | 1 Aromahierba

Aroma especie

Sabor especie Aroma tostado

—e— Control MC —s— AP MC Control CE AP CE

Figura VI. 4. Perfil sensorial de los vinos elaborados a partir de zumos de uva
microfiltrados (MC) y clarificados mediante enzimas (CE) control y tratados por alta
presion (AP)
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CONCLUSIONES

EL GAZPACHO

1. El estudio realizado con los ingredientes vegetales por separado demostrd que la
adicion de sal, aceite y vinagre provocO en todos los casos la reduccion de la
actividad PFO. Este efecto fue mas acusado en el ajo. En el caso del pepino, hubo

un incremento de la actividad POD al afiadir sobre todo el aceite.

2. La pectinmetilesterasa es una enzima muy resistente a la presion. El tratamiento de
400 MPa, 15min y 25 °C fue parcialmente efectivo, aunque posteriormente se
produjo una reactivacion de la enzima. Los tratamientos de 500 MPa a 50 °C, a
pesar de que inicialmente produjeron una menor inactivacién, durante el almacenaje

la enzima no recuperd su actividad.

3. La polifenoloxidasa fue la enzima mas sensible a la alta presion, respecto al resto de
las enzimas estudiadas, y la mayor inactivacion fue del 75 % en el tratamiento de
500 MPa, 30 min y 50 °C. Esta enzima mostro pérdidas de actividad a lo largo del

almacenamiento en todos los tratamientos aplicados.

4. La peroxidasa es una de las enzimas mas importantes del gazpacho debido a su
capacidad de oxidar el producto y alterar sus caracteristicas fisico-quimicas. Esta
enzima fue muy sensible a los tratamientos de alta presion llevados a cabo a 50 °C
registrandose una reduccion inicial del 73% en el tratamiento de 500 MPa, 30 min.
La peroxidasa, registré una recuperacion de actividad a lo largo del almacenamiento
en todos los tratamientos, sin embargo, el tratamiento de 500 MPa fue el mas

efectivo observandose una recuperacion muy baja.

5. El tratamiento de alta presion produjo una reduccién de la microbiota del gazpacho
de dos unidades logaritmicas en los tratamientos de 400 MPa. La inactivacion
microbiana se incrementd hasta niveles de no deteccion en el tratamiento de 500

MPa, lo que permitié6 mantener estable el producto durante todo el periodo de
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almacenamiento (30 dias). EI pH &cido del gazpacho contribuye como factor

limitante en la evolucién microbiana.

El incremento de la presion en las muestras presurizadas se correspondié con un
incremento en las coordenadas L*, a* y b* respecto a las muestras control. La alta
presion indujo méas pureza de color en el gazpacho presurizado. La disminucion de
las actividades enzimaticas polifenoloxidasa y pectinmetilesterasa por accion de las

altas presiones, es en parte responsable de los cambios observados.

El tratamiento de 500 MPa durante 30 min y 50 °C produjo un mayor aumento de la
viscosidad del gazpacho en comparacion con los otros tratamientos estudiados. La
consistencia del gazpacho tratado por la alta presion a 45 y 50 °C se mantuvo estable
durante el almacenamiento, mientras que el control tuvo una pérdida de consistencia
durante este periodo. La histéresis y el comportamiento reoldgico del gazpacho no

se mostraron afectados por los tratamientos.

El anélisis sensorial mostrd que la aplicacion de los tratamientos de alta presion, no
afectaron la calidad organoléptica del gazpacho, y no causaron ningin cambio

considerable en las caracteristicas del gazpacho con relacion al control.

En general las presiones entre 400 MPa y 500 MPa a 45 y 50 °C inactivan
parcialmente las enzimas y producen la destruccién de los microorganismos que
pueden alterar a la estructura del gazpacho, mejorando su color y consistencia. Asi,
la alta presion es un proceso potencialmente adecuado para la conservacion de este

producto durante su almacenamiento en frio.
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ZUMO DE UVA

1. El método de clarificacion (microfiltracion y clarificacion enzimatica) no afecté a

las caracteristicas fisico-quimicas de los zumos de uva.

2. Todos los tratamientos de alta presion aplicados, fueron suficientes para garantizar
la estabilidad de los zumos de uva microfiltrados y clarificados mediante enzimas
durante los 60 dias de almacenamiento, sin afectar a sus caracteristicas fisico-

guimicas en comparacion a sus correspondientes controles.

3. La actividad pentinmetilesterasa fue reducida a mas del 50 % por todos los
tratamientos de alta presion aplicados. La pentinmetilesterasa no mostrd ninguna
reactivacion y se mantuvo estable durante todo el tiempo de almacenamiento a 4 °C.
Sin embargo, no se detectd presencia de actividades enzimaticas polifenoloxidasa en
ninguno de los zumos de uva debido al proceso de elaboracion y a los tratamientos

de clarificacion aplicados a los zumos.

4. La aplicacion de la microfiltracion sobre el zumo de uva indujo una reduccion
inicial de ~2 log UFC/ml respecto al zumo clarificado mediante enzimas pectoliticas

que presentaba recuentos iniciales de alrededor de 4 log UFC/ml.

5. Todos los tratamientos aplicados de alta presion indujeron una reduccion inicial
superior a 1 log UFC/ml en los recuentos totales. Las bacterias lacticas, mohos y
levaduras sufrieron reducciones muy superiores consiguiendo reducciones por

debajo del limite de deteccion.

6. Los zumos presurizados se mantuvieron estables durante todo el tiempo de
almacenamiento y no se registré ningun crecimiento microbiano. Por lo tanto todos
los tratamientos aplicados fueron eficientes para garantizar la estabilidad de los

zumos de uva.
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7. Los tratamientos de alta presidén permitieron estabilizar los parametros de color L*,
a*, b* y C* de los zumos de uva durante 30 dias de almacenamiento a 4 °C. A los
60 dias, se detectaron cambios con un aumento considerable en el valor de los
parametros de color, los cuales indicaron un inicio de pardeamiento en ambos
zumos, excepto para la muestra del zumo microfiltrada tratada a 500 MPa, 2°C y
10 min, muestra que fue la mejor en conservar los parametros de color. Las muestras
control sin embargo, presentaron signos de pardeamiento antes de los 30 dias de

almacenamiento.

8. EIl andlisis sensorial dio a conocer que las muestras tratadas a 500 MPa durante
10min a 2°C vy sus correspondientes controles presentaron las mismas
caracteristicas organolépticas, no registrandose diferencias entre muestras en el
primer dia después del tratamiento. Las muestras control sufrieron cambios
importantes que afectaron sobre todo al dulzor y acidez a lo largo del
almacenamiento. Los zumos tratados por alta presion mantuvieron las caracteristicas

organolépticas estables durante el almacenamiento.

APTITUD A LA VINIFICACION DE LOS ZUMOS DE UVA

1. Los zumos tratados por alta presion mostraron una cinética de fermentacion similar
a sus controles y fueron aptos para la vinificacién. Todas las colonias analizadas,
incluidas las obtenidas al final de la fermentacién presentaron el mismo perfil que la
levadura inoculada en cada uno de los zumos de uva controles y presurizados
clarificados por microfiltracion y por enzimas, lo que indica que la cepa inoculada
estuvo presente en un 100 % de los casos analizados, desde el cuarto dia hasta el

final de la fermentacion.

2. La composicion fisico-quimica de los vinos no presentd diferencias entre los
procedentes de zumos tratados por alta presién y sus controles procedentes de

zumos sin tratamiento. Los vinos elaborados a partir de zumos microfiltrados y
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clarificados por enzimas mostraron valores similares en las caracteristicas fisico-
quimicas excepto para los azlcares totales y los alcoholes totales. Estos cambios

podrian estar relacionados con el método de clarificacion aplicado sobre los zumos.

Los parametros de color L* y a* fueron similares en los vinos procedentes de zumos
microfiltrados y clarificados por enzimas, mientras que los pardmetros b* y C*
mostraron diferencias. Estas diferencias se deben esencialmente al método de
clarificacién de los zumos. El tratamiento de alta presion aplicado a los zumos no
tuvo efecto sobre el color final de los vinos.

Las evaluaciones sensoriales mostraron que no hubieron diferencias en el color ni en
la acidez de los vinos y que la alta presion no tuvo ningun efecto sobre las
caracteristicas organolépticas de los vinos, los cuales fueron evaluados de buena
calidad por los catadores. Sin embargo, se registraron diferencias considerables en el
aroma entre los vinos procedentes de los zumos de uva microfiltrados y los
procedentes de zumos de uva clarificados por enzimas, sobre todo en el aroma a
fruta y floral. Los vinos procedentes del zumo de uva microfiltrado presentaron un

aroma a fruta y floral mas intenso respecto a los otros vinos.
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