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Abstract

In the last years the almond beverage has experimented an increase on the consume, therefore,
the commercialization area has been expanded, almost all around the world. This beverage
further than be an alternative to milk for people with lactose intolerance, it is claimed because
of its functional qualities that can contribute to reduce or prevent diseases, which are besetting
society; this mainly due thanks to the content of the fatty acids, monounsatured and

polyunsatured, and the antioxidants just like E vitamin, phenolic compounds and polyamines.

This thesis project was focused on the application of an emerging technology, Ultra High
Pressure Homogenization (UHPH), in the production of almond beverage. This non-thermal
technology consists of a high pressure machine capable of applying pressures of up to 400
MPa using a special homogenizing system designed to produce a conserving effect, improving
the colloidal and microbial stability while maintaining good nutritional and sensory qualities.
Considering this hypothesis, UHPH could be an alternative technology to those commonly
applied in the food industries. For that, a comparative study of UHPH with thermal treatments

(pasteurization) was carried out in this work.

This investigation has been conducted through four successive studies. The first study was
aimed to optimize processing conditions of the elaboration of a base product of almond
beverage for being used in subsequent studies. Moreover, influence of the addition of lecithin
as an emulsifier in the stability of pasteurized beverage was studied and the most relevant

analytical parameters related to the overall quality of the food were analyzed.

In the second study, the influence of the UHPH treatments (200 and 300 MPa, 55, 65 and 75
°C) were evaluated in the almond beverage characteristics, and they were compared with
samples treated with convectional pasteurization, UHT and with based crude product. UHPH
at 200 MPa 55 and 75 °C of inlet temperature were revealed as alternative treatments to
pasteurization, and 300 MPa 65 y 75°C as alternative to UHT. The UHPH condition of 300
MPa and 65 and 75°C inlet temperature was able to produce commercial sterile almond

beverages.



The third study was the identification of potentially contaminating spoilage microorganisms in
treated almond beverage, to evaluate subsequently the lethality produced by UHPH treatments
300 MPa, 55, 65, 75 and 85 °C, in microorganisms with higher resistance to UHPH and most
frequently isolated. These microorganisms were Bacillus cereus, Bacillus subtilis and
Lysinibacillus spp. Lethality was complete when treatment was used 300 MPa and 75 and

85°C inlet temperatures.

The second part consisted in the shelf-life evaluation of soymilk treated by UHPH using the

selected optimal conditions determined in the previous step

Finally, with the selected conditions of UHPH treatments (200 MPa, 55 and 75 °C), was
studied the microbiological, physical and chemical quality of the almond beverage during cold
storage time and it was compared with pasteurized almond beverage. Monitoring was
conducted every 7 days for 3 weeks. During cold storage, almond beverage samples treated by

UHPH at both inlet temperatures had generally better characteristics than pasteurized ones.



Resumen

La bebida de almendra ha experimentado en los ultimos afios un notable aumento en su
consumo, y por tanto, se ha expandido el area de comercializacion de este producto, en casi
todo el mundo. Esta bebida, ademas de ser una alternativa a la leche (aunque no son
comparables) para personas con intolerancia a los productos lacteos, se demanda por sus
cualidades funcionales que pueden contribuir a reducir o prevenir enfermedades, que aquejan
en la actualidad a la sociedad; esto debido principalmente al contenido de acidos grasos
poliinsaturados y monoinsaturados, y a las fracciones con propiedades antioxidantes, como

vitamina E, compuestos fenolicos, flavonoides y poliaminas.

El principal proposito de este estudio fue aplicar una tecnologia emergente como la Ultra Alta
Presion de Homogeneizacion (UHPH) y compararla con tecnologias que actualmente se
utilizan en la industria para procesar este tipo de bebidas tales como los tratamientos térmicos
(pasteurizacion y UHT). Dicha tecnologia UHPH, utiliza homogeneizadores con un disefio
especifico capaces de soportar presiones hasta de 400 MPa, lo cual ayuda a producir alimentos
de excelente calidad, ya que al aplicar tan elevadas presiones, se producen una serie de
fenomenos que conllevan a la disminucioén en el tamafno de particulas, que conduce a la
mejoria de factores como la estabilidad coloidal, la destruccion microbiana, etc. Por todo ello,
la hipdtesis de partida es que los tratamientos UHPH pueden constituir una alternativa

mejorada a los tratamientos térmicos convencionales.

Esta investigacion se realizo a través de cuatro estudios sucesivos. El primero, sirvid para
optimizar las condiciones de elaboracion de la bebida de almendra en planta piloto, ya que
serd el producto de partida para los posteriores estudios. Asimismo se estudio la influencia de
la adicion de lecitina como emulgente en la estabilidad de los licuados pasteurizados,

evaluandose los andlisis mas relevantes relacionados con la calidad global del alimento.

En el segundo estudio se evaluo la influencia de las condiciones de tratamientos UHPH (200 y
300 MPa, 55, 65 y 75 °C) en las caracteristicas de los licuados de almendra y se compararon
con tratamientos convencionales de pasteurizacion y UHT y con el producto base crudo. Los
tratamientos que se revelaron como alternativos de la pasteurizacion fueron 200 MPa, tanto a

55 como a 75 °C de temperatura de entrada. Mientras que 300 MPa a 65 y 75°C fueron los



alternativos a la UHT, en los que se pudo conseguir bebidas de almendra comercialmente

estériles.

El tercer estudio consistid en la identificacion de los microorganismos potencialmente
alterantes en la bebida de almendra tratada por UHPH, para posteriormente evaluar la letalidad
producida por los tratamientos de UHPH de 300 MPa, 55, 65, 75 y 85 °C en los
microorganismos que fueron mas frecuentes aislados y que habian mostrado previamente,
cierta resistencia a este tipo de tratamientos, que fueron Bacillus cereus, Bacillus subtillis y
Lysinibacillus spp. La letalidad fue completa cuando se utilizo6 el tratamiento de 300 MPa con

75°Cy 85 °C de temperatura de entrada.

Por ultimo, con las condiciones seleccionadas de los tratamientos UHPH, alternativos a la
pasteurizacion (200 MPa, 55 y 75 °C), se estudi6 la calidad microbioldgica, fisica y quimica
de la bebida de almendra durante el almacenamiento a 4°C y se compard con la bebida de
almendra pasteurizada. Se realizd un seguimiento, analizando los licuados almacenados en
refrigeracion cada 7 dias durante tres semanas. Los resultados demostraron que durante el
almacenamiento a 4°C las bebidas de almendra tratadas por UHPH a ambas temperaturas de

entrada, tuvieron en general, mejores caracteristicas que las pasteurizadas.
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CAPITULO I: Revision Bibliografica



1.1 Almendra

El arbol de la almendra pertenece a la familia de las rosaceas, y dentro del género Prunus se
incluye el subgénero amygdalus (Agunbiade y Olanlokun, 2006), que se subdivide en dos
variantes, una es el Prunus amygdalus variedad dulcis y la otra Prunus amygdalus variedad
amara. Esta ultima, es la que contiene un glucoésido toxico, la amigdalina, que rapidamente se
descompone en acido prusico, por lo cual generalmente su uso estd prohibido como alimento

humano.

El arbol de la almendra es originario de la parte calida del occidente de Asia y del norte de
Africa, pero actualmente su distribucion alcanza la regién templada de Europa, siendo
principalmente cultivado en areas de clima mediterraneo (Agunbiade y Olanlokun, 2006),
aunque a nivel mundial el principal pais productor de almendras es Estado Unidos de América
(Shate y Sze, 1997). Este arbol, es de pequefio tamafo, y al igual que muchos otros arboles
frutales de la familia Rosaceaus, a menudo son auto-estériles, por lo que requieren
polinizacién cruzada para su fertilidad y produccion del fruto. La calidad de la semilla de
almendra, de alto valor nutritivo, hasta ahora ha sido definida exclusivamente por los
parametros fisicos: tamafo, forma, semillas dobles, etc. Sin embargo, sus diferentes usos
pueden requerir semillas con una composicion especifica, en funcion de cada producto (Kodad
y Socias, 2008). Las almendras dulces tienen un sabor suave y forman una emulsion blanca

cuando se trituran con agua y se caracteriza por ser inodora (Agunbiade y Olanlokun, 2006).
1.2  Composicion de la almendra

La almendra disfruta de una amplia aceptacion en el mundo y se utiliza como aperitivo o
como ingrediente en otros productos alimenticios. Ademas el interés por conocer mejor sus
propiedades y atributos ha potenciado que se realice una mayor investigacion. Quimicamente se
caracteriza por contener principalmente lipidos y proteinas, siendo, ademds una buena fuente de
fibra, minerales, ciertas vitaminas y glicidos. En la Tabla 1.1, se puede observar la
composicion quimica de diferentes variedades de almendras, en la que se puede apreciar que
hay divergencias en la composicion determinada por diferentes investigadores, que pueden ser
debidas a las distintas condiciones de cultivo, a las diferencias bioquimicas de cada tipo de

variedad, a la variacion genética, a las condiciones ecoldgicas y a los diferentes grados de
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maduracion durante la cosecha (Calixto et al., 1981; Barbera et al., 1994; Schirra et al., 1994,
Buransompov et al., 2003; Ahrens et al., 2005). En relacion al contenido en gliicidos, aunque
la mayoria de los investigadores determinaron glucidos totales, Calixto et al. (1981),

determinaron que la sacarosa, era el azicar mayoritario.

Tabla 1.1 Composiciéon quimica de la semilla de almendra determinados por diferentes

investigadores.
Composicion Calixto et al. Barbera et al. Buransompov Ahrens et al.
quimica (%) (1981) (1994) et al. (2003) (2005)
Agua 6.93 5.93-7.27 4.4 3.05-4.33
Glucidos 5.52 4.15-5.29 20 5.35-7.45
Proteina 20.51 23.03-23.98 20 20.68-23.30
Lipidos 53.38 53.67-54-26 52 43.37-47.50
Cenizas 3.05 8.03-8.13 5 3.74-4.56

Las proteinas son el segundo componente mayoritario de la almendra. Ademas de su
importancia por su valor nutricional, también lo tienen por su caracter alergénico, motivo por
el cual se han realizado numerosas investigaciones (Esteban ef al, 1985; Sathe, 1993; Wolf'y
Sathe, 1998; Tiwari-Ras et al, 2010; Costa et al, 2012). La proteina principalmente
relacionada con los procesos alérgicos, es la amandina, una proteina globular que constituye el
60-70% del total de proteina (Wolf y Sathe, 1998; Acosta et al, 1999), que es la principal
proteina de reserva de la almendra y que se utiliza para detectar trazas de almendra en otros
productos alimenticios (Shate et al, 2002). Sin embargo, no es la unica con actividad
alergénica, pues se han caracterizado genéticamente ocho proteinas diferentes en la semilla de
almendra que pueden ocasionar reacciones alérgicas en individuos susceptibles, como la Pru
du 1 (homologos de la Bet V 1), Pru du 2 (TLP, similares a taumatina), Pru du 2S (albtimina
2S, proteina de reserva), Pru du 3 (nsLTP, proteinas del transporte lipidico), Pru du 4
(profilinas), Pru du 5 (r60sRP, proteinas ribosomales), Pru du 6 (amandina) y Pru du v-
conglutinasa, (Costa et al., 2012).

Las proteinas de la semilla de almendra contienen un 29 % de aminoécidos esenciales, aunque

tienen cierta limitacion en aminoacidos azufrados como la metionina y cisteina. En su

3



composicion aminoécidica predominan los aminoécidos acidificados como el acido aspartico
y glutdmico (Wolf'y Sathe, 1998). En la Tabla 1.2 se muestra la composicion en aminoéacidos

de la semilla de almendra.

Tabla 1.1. Aminodcidos en la almendra expresadas en miligramos por 100 g de almendras

(Calixto et al., 1981)

Aminoacidos esenciales mg/100 g Aminoacidos no esenciales mg/100 g

Isoleucina 671 Arginina 2095
Leucina 1137 Histidina 483
Lisina 653 Alanina 689
Metionina 272 Acido aspartico 1695
Cistina 452 Acido glutamico 4232
Fenilalanina 819 Glicina 938
Tirosina 713 Prolina 715
Treonina 467 Serina 758

Valina 691

El componente mayoritario de las almendras son los lipidos que constituyen una importante
fuente de calorias (Shate y Sze, 1997; Kodad y Socias, 2008), pero que no contribuyen al
incremento de colesterol en los seres humanos, debido al alto contenido de &cidos grasos

insaturados, principalmente, acidos grasos monoinsaturados y en concreto acido oleico (Tabla

1.3).



Tabla 1.2. Valor promedio + desviacion estandar de acidos grasos en la semilla de almendra
determinado por diferentes investigadores. Los resultados se expresan en % en relacion al total

de 4cidos grasos.

Acido graso Zacheo et al. Mexis et al. ( 2009)
(1998)
Acido palmitico (C16:0) 5.40+0.22 8.42+0.01
Acido heptadecanoico (C17:0) - 0.09+0.01
Acido estearico (C18:0) 2.83+0.05 3.2+0.08
Acido araquidénico (C20:0) - 0.12+0.02
Acido palmitoleico (C16:1) 0.60+0.03 0.59+0.11
Acido oleico (C18:1) 70.80+1.15 69.10+2.21
Acido linoleico (C18:2) 20.20+0.42 18.46+0.34
Acido linolénico (C18:3) 0.22+0.02 -

En la Tabla 1.4 se muestra la composicion en minerales de la semilla de almendras,
observandose también ciertas divergencias entre los investigadores (Calixto ef al, 1981;
Barbera ef al., 1994 y Schirra et al,, 1994). Los minerales predominantes, segiin Calixto et al.
(1981) fueron el potasio, fosforo, magnesio y calcio, que constituyeron el 50,56 % del total del
contenido en cenizas (3050 mg/100 g), mientras que otros elementos esenciales como el
hierro, manganeso, molibdeno cobre y zinc s6lo sumaron 8,9 mg/100 g. Si bien la almendra,
contiene calcio, se ha demostrado que no es asimilable en su totalidad porque precipita

parcialmente como oxalato en las vacuolas del fruto (Souty et al., 1971).



Tabla 1.3. Contenido en minerales en la semilla de almendra determinado por diferentes

investigadores.
Minerales Calixto et al. (1981) Barbera et al.(1994)  Schirra et al., (1994)
(mg/100 g)
K 766 1546-1685 1050
P 364 253-259 300
Mg 227 447-494 300
Ca 185 640-678 467
Cu - 2.43-2.58 0.5
Zn - 7.63-8.05 34
Fe - 5.48-6.53 7.0
Mb - 3.77-3.78 -

1.3  Propiedades de la semilla de almendra

Las proteinas y los lipidos que representan la mayor parte de la materia seca en las almendras,

contribuyen en la textura y funcionalidad del fruto y de los alimentos derivados.

1.3.1 Propiedades funcionales de las proteinas

Los tratamientos tecnologicos como el térmico produce la desnaturalizacion de la proteina de
la almendra que contribuye de forma deseable en la textura de la semilla, especialmente en el
caracter crujiente y en los atributos de masticabilidad (Shate y Sze, 1997). Sin embargo, es
importante determinar el efecto de la temperatura en las proteinas, para lo cual los autores
anteriormente mencionados, prepararon un extracto de proteina de almendra a partir de harina
de almendra desgrasada, que denominaron “almond protein isolate” (API), a partir del cual
realizaron una solucion al 4% en agua observando que en esta solucion de API la formacion de
agregados de proteina era directamente proporcional a la temperatura y el tiempo de
exposicion, que se asociaban a un proceso rapido de desnaturalizacion y que afectd a las

propiedades de gelificacion.



Entre las proteinas de la almendra, se encuentran en mayor proporcion las que son solubles en
agua (> 95%), como la proteina oligomérica presente en gran cantidad, que presento
caracteristicas de sedimentacion, de rapida formacion de agregados a 100 °C y de gelificacion
a 90 °C similares a la proteina 11S de la soja. Ademas, determinaron que un método para
disminuir la agregacion fue anadir NaCl, ya que, actia alterando la atraccion ionica entre las
moléculas de proteina, rompiendo los enlaces de hidrogeno, e indirectamente promueven la

interaccion hidrofobica.

En otro estudio realizado por Tao y Shate, (1999) con el extracto de proteina de almendra
(API), en el que evaluaron otras propiedades funcionales de estas proteinas determinaron que
la absorcion de aceite era mas elevada en el extracto de almendra (API) que el de soja (SPI),
que se asocio con la presencia de grupos hidrofobicos en la superficie de la proteina de
almendra. En relacion a otras propiedades, estos autores observaron que generalmente la
viscosidad, estabilidad espumante, actividad emulsificante (EAI) y estabilidad de la emulsion
era mejor en el extracto de soja (SPI). Sin embargo, en medio ligeramente acido (5-6,46) la
estabilidad espumante fue mejor en el extracto de almendra (API). Ademas, determinaron que
con una reducida concentracion de proteina, la adsorcion de la proteina a la interface aceite-
agua permite una difusion controlada. Mientras que a elevadas concentraciones, la barrera de
energia de activacion dificultd la migracion de las proteinas, lo cual explicaria parcialmente
porqué la actividad emulsificante disminuy6 al incrementar la concentracion de la proteina.
Finalmente, evaluaron la digestibilidad in vitro del API utilizando pepsina a diferentes
concentraciones y con un tiempo de digestion de 0 a 60 minutos, concluyendo tras la
evaluacion del grado de hidrolisis de los polipétidos con un peso molecular aproximado de 38-

42 KDay 20-22 KDa, que los extractos de almendra (API) son facilmente digestibles.

1.3.2 Propiedades nutritivas de las proteinas de la almendra

Calixto et al, (1981) determinaron la composicion de aminoacidos de la proteina de almendra
de cinco variedades espafiolas (Tabla 1.2), concluyendo que la proteina de la almendra era de
buena calidad nutricional, sin embargo, no tuvieron en consideracién otros aspectos como su
digestibilidad. En este sentido, Ahrens et al. (2005), evaluaron la digestibilidad de la proteina

de almendra pura de las variedades carmel, mision y nonpareil, que fue de 88,55+1,26;



92,25+1,05; y 82,62+1,47, respectivamente. Sin embargo, al evaluar la digestibilidad proteica
corregida por la relacion de aminoacidos (PDCAAS, Protein Digestibility Corrected Amino
Acid Score por sus siglas en inglés), concluyeron que las proteinas de almendra tenian una
pobre calidad nutricional. De igual forma, y evaluando otros indices de calidad nutricional,
Cowan et al. (1963), reportaron que si bien las almendras dulces contenian 19.4% de proteina,
la relacion corregida de la eficiencia proteica (PER, protein eficiente relation, por sus siglas en
inglés) era de solo 0.32 al ajustarla con el control de caseina (PER=2.5), siendo la metionina el
primer aminodacido limitante seguido por la lisina y la treonina, coincidiendo en este punto con
las investigaciones realizadas por otros autores (Calixto ef al., 1981; Sathe et al., 1993; Ahrens et

al., 2005).
1.4 Caracteristicas de los lipidos

1.4.1 Oxidacion de lipidos

El componente mayoritario de la semilla de almendra son los lipidos. Estos lipidos contienen
cantidades substanciales de triacilgliceridos, y 4cidos grasos monoinsaturados vy
poliinsaturados, los cuales son susceptibles a la rancidez oxidativa e hidrolitica Shate y Sze,
1997; Buransompob ef al., 2003; Watkins 2005) que depende de la concentracion de acidos
grasos insaturados y la presencia de sustancias pro o antioxidantes, tales como tocoferol,
enzimas y trazas de metales. En estas reacciones, la degradacion subsecuente de los acidos
grasos en peroxidos conduce a la produccion de compuestos de sabores desagradables. La
formacion de hidroperdxidos es un paso importante en la oxidacion lipidica y puede ser
catalizada por lipooxigenasa (LOX) o por simple autooxidacion. En el caso de las
lipooxigenasas son numerosos y diferentes los grupos de isoenzimas lipooxigenasas de las
diferentes especies de plantas o vegetales. Estas LOX parecen tener un rol importante en el
metabolismo lipidico durante la germinacion de la semilla (Feussner et al. 1995; Holtman et
al. 1996), particularmente en leguminosas, como guisantes, habas y en cacahuates (Whitaker,

1991).

Las LOX son enzimas dioxigenasas que contiene proteina no hémica y catalizan la oxidacion
de los 4acidos grasos poliinsaturados que contienen unidades cis,cis-1,4-pentadieno (—

CH=CH—CH,—CH=CH—) con oxigeno para producir hidroperéxidos de acidos grasos
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poliinsaturados conjugados (Robinson et al. 1995). El 4cido linoleico y linolénico son los
substratos mas comunes de las LOXs de los vegetales, pues son los principales constituyentes
de su membrana fosfolipidica, siendo habitual que el acido linoleico, linolénico y
araquidonico, contengan una o mas unidades de cis,cis penta-1,4-dieno.Los productos
derivados de la hidroperoxidacion de la actividad LOX son rapidamente convertidos a un
nimero de compuestos implicados en defensa de los vegetales como, la senescencia, la
germinacion de semilla, el crecimiento del vegetal y en su desarrollo. Estos hidroperéxidos de
los acidos grasos poliinsaturados se pueden convertir en aldehidos volatiles, alcoholes, y
cetonas por medio de otras enzimas de la ruta de la lipooxigenasa (Siedow, 1991). La
frecuencia y el modo de accion de la LOX ha sido estudiada por diversos autores (Gardner,
1991; O’Conner & O’Brien, 1991; Whitaker, 1991).

1.4.2 Oxidacion de la almendra

La tendencia de la almendra al enranciamiento durante el almacenamiento y el transporte
conduce a una pérdida de calidad (Kodad y Socias, 2008). Por tal motivo, la estabilidad del
aceite y la composicion de los acidos grasos, esencialmente la proporcion de acido oleico y
acido linoleico, se consideran un criterio importante para evaluar la calidad de la semilla de
almendra (Shate y Sze, 1997; Kodad y Socias, 2008;). Sin embargo, Kosari et al. (2004),
determinaron que la tendencia al enranciamiento de las almendras crudas o sin procesar es
reducida, y que su procesado basado en su molienda para ser utilizadas en la elaboracion de
mazapan incrementd significativamente su oxidacion, debido a que se produjo una intensa

interaccion superficial entre los lipidos de la almendra molida y el oxigeno.

Un sistema para reducir la oxidacion es tratar térmicamente las semillas a temperaturas de 55
0 60 °C, por 2 o 10 minutos, lo cual disminuye los valores de perdxidos y de malonaldehido,
manteniendo el indice de peroxidos dentro de los limites de calidad aceptables segin los
estandares reconocidos de calidad de Paramount Farms (Bakersfield, CA), que es de menos de
2,0 meq de perdxidos por kilogramo de almendra y de 25 meq de perdxidos por kilogramo de
aceite de almendra (Buransompob et al, 2003). Estos tratamientos térmicos suaves (55 °C, 2
min) producen una reduccion considerable de la actividad LOX, lo que retarda el desarrollo de

la rancidez oxidativa, y, por lo tanto, prolonga la vida de anaquel de las almendras durante su



distribucion y almacenamiento (Buransompob et al., 2007). La termosensiblidad de la LOX,
también ha sido demostrada en frijoles pintos en los que la aplicacion de tratamientos de 100
°C por 15 s redujeron su actividad un 100 %, y a 65 °C por 10 min un 93% (McCurdy et al.,
1983).

1.4.3 Compuestos Volatiles

La oxidacion lipidica es la causa principal del desarrollo de mal sabor y olor de las almendras,
debido a su alto contenido de 4cidos grasos insaturados y la presencia de riboflavina, que actiia
como un fotosensibilizador en la foto-oxidacion (Mexis et al., 2009). Los compuestos volatiles
que se forman, son esenciales para el sabor de los alimentos en general, pero se convierten en
indeseables, si las concentraciones exceden ciertos limites, por lo cual, la determinacion de los

volatiles es importante.

Beltran et al. (2011), al evaluar la oxidacion del aceite de almendra por medio de la
determinacion de compuestos volatiles, determinaron 22 compuestos volatiles: hexanal, (E)-2-
hexenal, 5-metil-2-hexanona, heptanal, (E)-2-heptenal, 1-octeno-3-ol, 2-pentilfurano, octanal,
acido hexanoico, (E)-2-octenal, acido hexanoico anhidro, nonanal, 3-noneno-2-ona, (E)-2-
nonenal, 4-Eetilciclohexanol, (E,E)-2,4-nonadienal, (E)-2-decenal, (E,E)-2,4-decadienal,
cicloclodecanona, (E)-2-undecenal, 1-ciclooeltiletanol, d-ecalactona. Entre ellos cabe destacar,
7 compuestos de la familia de los aldehidos que se relacionan con la rancidez del aceite de
almendra: hexanal, 2-heptanal, 2-octanal, nonanal, 2-nonenal, 2,4-nonadienal y 24-
decadienal. Los principales volatiles derivados de la oxidacion secundaria son el 2-heptanal y
2- octanal que derivan de la descomposicion del 4cido linolénico, y el 2,4-decadienal y 2-
nonanal que derivan del acido oleico (Mexis et al., 2009; Beltran et al., 2011), siendo el 2,4-
decadienal el que se relaciona con el aroma caracteristico de las almendras oxidadas. El
compuesto volatil mayoritario en la almendra es el benzaldehido, el cual deriva de la

oxidacion de todos los aldehidos (Mexis 2009 y 2010; Beltran et al,, 2011).

En otro estudio, realizado en almendra y en el que se evalud el efecto de la irradiacion (Mexis
et al., 2009), se observo que los principales compuestos volatiles identificados en la almendra
no irradiada pertenecian a la clase quimica de aldehidos, cetonas, alquenos, alcoholes e

hidrocarburos ciclicos (Tabla 1.5), pero que al irradiarse incrementaron notablemente la
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concentracion de estos compuestos volatiles como resultado de la oxidacion de lipidos. Entre
los compuestos volatiles que se formaron por efecto de la irradiacion cabe destacar el
acetaldehido, 2-butanona, 1-hexanol, ciclodecano, acido acético, nonanal y el decanal. Los
compuestos tales como, acetaldehido, el 1-pentanol y las cetonas se derivan de la oxidacion
del acido linoleico, mientras que el acido acético, a su vez, es un producto secundario de la
oxidacion del 4cido oleico. Entre los aldehidos que se incrementaron de forma significativa
durante el proceso de irradiacion destacd el hexanal, que deriva de la oxidacion del &cido
linoleico (Mexis et al., 2009), aunque Beck et al. (2011) sugieren que también puede derivar
de la oxidacion térmica de los linoleatos. Este compuesto volatil (hexanal) se relaciona
directamente con el desarrollo de sabores desagradables de oxidacidon y se considera un
indicador de la calidad del aceite de almendra (Mexis et al, 2009; Beck et al., 2011). Otros
compuestos, como ciertos alcanos (pentano, hexano y 2,2-dimetil-butano) desaparecieron por
el efecto de la irradiacion, mientras que los alcoholes como el hexanol, benceno-metanol y
etanol-benceno incrementaron su concentracion tras la irradiacion debido a reacciones

secundarias de la oxidacion lipidica (Mexis et al., 2009).

Otros compuestos volatiles determinados en la almendra, en este caso contaminada con
Aspergillus, han sido el grupo de las (y-lactonas) (Tabla 1.5) que son comunes en vinos, en
plantas de orquideas y también se han encontrado en grandes cantidades en granos de café
tostado (Beck et al., 2011). Entre ellas cabe destacar la y-butirolactona, un derivado del acido
oleico, que se cree que se formo debido al estrés de la semilla de almendra a los procesos de
oxidacion, calentamiento y la presencia de microorganismos. En esta misma investigacion,
también se identificaron sustancia terpenoides y otros compuestos aromaticos posiblemente

asociada a una mejora en las técnicas usadas para la determinacion de volatiles.
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Tabla 1.4 Compuestos volatiles promedio de almendra cruda determinada por diferentes

investigadores

Compuestos volatiles

Mexis et al., (2009)

Mexis et al., (2010)

Beck et al., (2011)

(mg/kg) (mg/kg) (Area integrada)
acetona 52.8+0.9 UDL ND
2-propanona UDL 6.10£1.16 ND
2-heptanona ND ND 1178
2-octanona ND ND 1282
2-decanona ND ND 1491
3-octen-2-ona ND ND 1404
butirolactona ND ND 1618
v-hexanolactona ND ND 1692
y-octanolactona ND ND 1907
y-nonanolactona ND ND 2022
2,2-dimetil-butano 20.0+£3.6 UD.L ND
pentano 535.4+7.5 U.D.L ND
hexano 57.4+0.8 UD.L ND
dodecano ND ND 1198
2-pentilfuran ND ND 1228
limoneno ND ND 1195
cloroformo 11.0+3.1 8.69+0.99 ND
3-metil-3-buten-1-ol 7.240.8 5.89+1.20 ND
I-pentanol 11.6+0.5 5.11+0.88 ND
2-pentanona-4-metil-i.s 64 UD.L ND
3-metil-2-buten-1-ol 11.2+0.2 8.35+£2.13 ND
tolueno 8.4+0.2 5.16+:0.44 ND
fenol ND ND 2002
hexanal 9.6+1.2 0.27+0.09 1077
heptanal ND ND 1181
octanal ND ND 1285
nonanal ND ND 1390
decanal ND ND 1495
benzaldehido 1839.2+84.1 1912+73.2 ND
benzeno-etanol 10.6£0.2 6.17+0.12 ND
benceno-metanol UDL 3.23+0.76 ND
1-hexanol ND ND 1354
undecano ND ND 1098
2-butilfurano ND ND 1126
acido acético ND ND 1455
acido hexanoico ND ND 1855
tetrametilpirazina ND ND 1474

UDL = por debajo del limite de detecciéon. ND = no detectados
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1.5 Propiedades antioxidantes

Otros componentes minoritarios de la semilla de almendra, aunque no menos importantes son
los compuestos fendlicos que se encuentran generalmente tanto en las partes de los vegetales
comestibles como en las no comestibles, ademas, son caracterizados por poseer actividad
antioxidante, y por lo tanto, son también responsables de la inhibicién o el retardo de la

oxidacion de diferentes biomoléculas.

Estos compuestos antioxidantes, se han evaluado tanto en extractos de la semilla completa, de
la piel y de la almendra, determinandose que los extractos de la piel inhibieron mejor la
formacion de productos de oxidacion primarios y secundarios, siendo los acidos cafeico,
ferulico, p-cumarico y sinédpico los principales acidos fendlicos extraidos (Subhashine et al.,
2002). Otros investigadores (Garrido et al., 2008), también compararon muestras de piel de
almendra obtenidas de diferentes procesos de almendra industrial (tostado y escaldado) vy,
demostraron que la transformacion industrial que permite obtener extractos de la piel de
almendras con mayor capacidad antioxidante, es el tostado, confirmando que la capacidad
antioxidante de la piel de almendra es mayor debido la presencia de compuestos fendlicos,
cuyo contenido varia en funcion del proceso realizado en la separacion de la piel. Ademas,
observaron que, ciertos productos derivados de la reaccion de Maillard y formados durante el
procesado de la almendra, interferian en la evaluacion de la capacidad antioxidante total.
Finalmente, cuando se determinaron los compuestos fendlicos (Tabla 6) y se valord la
actividad antioxidante de semillas de almendra desgrasada (extracto crudo), ademas de dos
fracciones de dicho extracto, una etanolica en la que quedaron retenidos los compuestos
fenolicos de bajo peso molecular y otra con acetona constituida por taninos, se observo que la
que presentd mayor actividad antioxidante fue la acetonica con una valor de 3.93 mmol
trolox/g, mientras que el extracto crudo y la fraccion etanodlica fue solo de 0.24 y 0.09 mmol

de trolox/g, respectivamente (Amarowicz et al., 2005).
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Tabla 1.5 Contenido de compuestos fendlicos en extracto crudo de almendra (mg/g)

(Amarowicz et al., 2005).

Compuestos fenolicos Contenido (semilla de almendra)
Acido vanlico 0.10
Acido cafeico 0.01

Acido p-cumérico 0.03
Acido fertlico 0.02
Delfinidina 0.05
Cianidina 1.76
Quercitina 0.14
Kampferol 0.17
Isorhamnetina 0.15
Procianidina B, 1.24
Procianidina Bs 3.16

1.6 Bebida de almendra

Este tipo de bebida, es un producto de extensa implantacion en el mercado espafiol,
especialmente util para personas con problemas de intolerancia a la lactosa o con alergia a las
proteinas de la leche de vaca. A estos usos clasicos se suma desde hace algunos afios sus
destacados efectos saludables especialmente en la proteccion frente a las enfermedades

cardiovasculares (Mandalari et al., 2008).

La bebida de almendra es una emulsion de aceite en agua, aunque la fase dispersa es mas
compleja ya que ademas de gotas de aceite también puede haber en dispersion proteina y
particulas solidas procedentes de la molienda de la almendra, asi como otras estructuras
coloidales derivadas de la interaccion de las anteriores. Las emulsiones son sistemas inestables
termodindmicamente y tienden a desestabilizarse con el tiempo debido a diferentes
mecanismos fisico-quimicos que pueden ocurrir simultdineamente, tales como cremado,

floculacion, coalescencia, inversion de fases, etc. (McClements, 2005).

14



La estabilidad de la emulsion es uno de los factores mas importantes que rigen la vida util de
los alimentos coloidales. Por esa razon, la incorporacion de energia mediante agitacion,
homogeneizacion, o procesos de pulverizacion son necesarios para obtener una emulsion fina
con propiedades precisas de textura y un alto grado de estabilidad (Desrumaux y Marcand,
2002). Las operaciones de homogeneizacion disminuyen el tamafio de los globulos de grasa
con el fin de prevenir el cremado y coalescencia de la grasa durante el almacenamiento de las
emulsiones alimenticias. Las proteinas de la almendra, actian como emulsionantes, siendo
fundamentales para proteger y permitir la dispersion en la fase acuosa de los globulos de
aceite en la de bebida de almendra. Sin embargo, en funcién de la presion aplicada en la
operacion de homogeneizacion, la nueva superficie generada de las gotas de aceite puede ser
demasiado alta en relacion con la fraccion de proteina, por lo cual puede ser necesario agregar
un emulsionante para completar la proteccion de las gotitas de aceite frente a los fenomenos
de desestabilizacion. Los emulsionantes tales como la lecitina se encuentran entre los mas
utilizados para el procesamiento de alimentos debido a su biocompatibilidad y propiedades
funcionales (Dickinson, 2003). Esto, facilita la formacion de la emulsion y mejora su
estabilidad mediante la reduccion de las tensiones interfaciales de aceite-agua y por formacion
de una capa protectora alrededor de las gotitas de grasa para evitar la agregacion (Guzey y

McClements, 2006).

La bebida de almendra es un medio nutritivo, lo que favorece el crecimiento de esporas y
microorganismos patdgenos. Esta bebida, también contiene altas concentraciones de acidos
grasos poliinsaturados susceptible a la oxidacion y rancidez hidrolitica, lo cual favorece la
formacion de volatiles y sabores indeseables. Por lo tanto, los tratamientos térmicos, se aplican
a la bebida de almendras con el fin de ampliar su conservacion (Hayes et al,, 2005). Estudios
anteriores (Athisaya et al, 2003), mostraron que la pasteurizacion también puede ser usada

para reducir algunas sustancias indeseables como lipoxigenasas que promueven a la rancidez.
1.7 Caracteristicas de la Ultra-alta presion de homogeneizacion (UHPH)

Los consumidores aprecian cada dia mas aquellos alimentos que mantienen sus cualidades
nutricionales y caracteristicas organolépticas minimamente modificadas respecto a los

productos frescos. Por otra parte, la garantia de seguridad de alimentos es un aspecto
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ineludible. Por esta razon, se investigan y desarrollan alimentos con un procesamiento térmico
minimo, para aumentar su tiempo de almacenamiento y garantizar la calidad microbiologica,
nutricional y sensorial lo mas similar posible a las caracteristicas del producto fresco. Estas
nuevas tendencias de mercado han hecho que tecnologias tradicionales como el tratamiento
térmico comiencen a ser sustituidas en algunos productos por tecnologias alternativas que
eviten las pérdidas nutricionales y los cambios en las caracteristicas organolépticas de los
alimentos cuando son sometidos a altas temperaturas. Dentro de estos nuevos tratamientos no
térmicos se encuentran: pulsos eléctricos, campos magnéticos oscilantes (Datta y Deeth
2004b), irradiacion, ultrasonidos, microfiltracién y altas presiones hidrostaticas (Deeth y

Datta, 2004a), ademas de la UHPH.

Los homogeneizadores convencionales que trabajan a presiones moderadas (20-50 MPa) se
utilizan comunmente en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética para dispersar fases
no miscibles, estabilizar emulsiones o preparar productos con propiedades reologicas
especificas (Thiebaud et al., 2003). En la industria lactea se utiliza la homogeneizacion desde
hace tiempo, para reducir el tamafio del glébulo graso e incrementar la estabilidad del

producto, evitando el cremado y la coalescencia durante el almacenamiento.

El disefio basico de un homogeneizador consiste en una bomba de desplazamiento positivo
acoplada a un intensificador que fuerza al fluido a pasar a través de una valvula de
homogeneizacion, de forma que la combinacion de diferentes fuerzas mecanicas produce la
disrupcion de las gotas de grasa. Uno de los equipos mas utilizados es el homogeneizador
APV-Gaulin, Rannie. En la valvula clasica APV-Gaulin el fluido es introducido axialmente a
través del asiento de la valvula y el cabezal. Una vez que el fluido deja este espacio (10-30
um) impacta contra el cabezal de la valvula saliendo del homogeneizador a presion

atmosférica (Floury et al., 2004) (Figura 1.1)
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|A| APV-Gaulin valve
Figura 1.1 Disefio de valvula del homogeneizador convencional APV-Gaudin (Floury et al.,

2004)

La UHPH es un proceso alternativo que se ha investigado como nuevo tratamiento para la
pasteurizacion de alimentos liquidos (Vachon et al, 2002). Esta tecnologia esta basada en los
mismos principios de disefio de la homogeneizacion convencional, pero que permite alcanzar
presiones muy superiores, que comprenden de 300 hasta 400 MPa, debido al nuevo disefio de las

valvulas y a la utilizacion de nuevos materiales como la que se presenta en la Figura 1.2.

Figura 1.2 Valvulas de ultra alta presion de homogeneizacion con asiento de diamante y aguja

de ceramica (The University of Tennessee, Knoxville, TN 37996).

Esta tecnologia tiene la ventaja de trabajar en continuo. En los ultimos afios, se han utilizado diferentes
equipos de homogeneizacion de alta presion, por diversas industrias con el fin de emulsionar, mezclar
y procesar sus productos (Popper y Knor, 1990; Paquin, 1999; Floury et al., 2000; Hayes et al., 2005;

Grécia-Julia ef al.,, 2008). Concretamente, la tecnologia UHPH se ha utilizado principalmente
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para reducir el tamafio de particula en suspensiones, dispersiones o emulsiones (Floury et al,
2000; Thiebaud et al., 2003), para producir emulsiones finas y estables, modificar propiedades
de viscosidad de fluidos (Floury et al, 2002, 2003; Cortés-Muiioz et al, 2009), facilitar la
extraccion de metabolitos, ademas de poder alcanzar la inactivacion de microorganismos y/o
enzimas (Veldzquez-Estrada ef al,, 2012) o eventualmente algunos virus (Moroni ef al.,, 2002;

D’Souza et al.,, 2009; D’Souza et al., 2011).

1.7.1 Funcionamiento general de los equipos UHPH

En la actualidad existen diversos equipos de alta presion de homogenizacion convencionales
de uso habitual en la industria alimentaria, los cuales basicamente consisten en un generador
de alta presion ensamblado a una valvula disefiada para resistir la aplicacion de presiones
elevadas. En cualquier tipo de valvula de homogenizacion, el fluido pasa a través de un

espacio muy pequeio para después expandirse (Figura 1.3).

Los homogeneizadores de dos etapas son los de uso mas frecuente y estan equipados con dos
valvulas: una vélvula de alta presion (primera etapa) y otra de baja-presion (segunda etapa), en
las que las transformaciones producidas dependen de las caracteristicas geométricas de la
aguja, el asiento, la altura y la forma del espacio de la valvula, ademés de las caracteristicas
fisicoquimicas del fluido (densidad, viscosidad y tasa de flujo). La utilizacion de la valvula de
baja presion es opcional en el proceso de homogeneizacion de alta presion y se suele utilizar
para dispersar los agregados que se pudieran formar a la salida de la primera etapa. En el caso
de UHPH se utilizan homogeneizadores con disefio “piston-gap” como los equipos

desarrollados por Avestin'™ APV™ Niro™y Stansted Fluid Power™
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Figura 1.3 (a) Representacion esquematica de homogeneizador de alta presion con dobles
intensificadores. Tin, la temperatura inicial del fluido en el tanque de alimentacion; T1/P1,
sondas de temperatura y de presion situado en la entrada de la valvula HP; T2/P2, sondas de
temperatura y de presion situado en la salida de la valvula HP; T3 y T4, sondas de temperatura
después del primer y segundo dispositivo de refrigeracion. (b) Representacion esquematica de
un marcado angulo de la valvula de HP-Stansted (c) Representacion esquematica de la

valvula-HP en forma de Y. Figura obtenida de Dumay et al, (2012).
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1.8 Equipos UHPH

1.8.1 Panda (Gea Niro Soavi)

Los equipos disponen de diferentes tipos de valvulas seglin las caracteristicas del material a
ser procesado. Niro dispone de una variedad de equipos de alta presion para laboratorio y
planta piloto capaces de trabajar entre 100 y 150 MPa con un flujo méximo de 120 L/h (Figura
1.4).

Figura 1.4 Vista esquematica de la nano valvula (GEA Niro Soavi North America)

(http://www.nirosoavi.com/high-pressure-homogenization-technology.asp)

1.8.2 Microfluidizer (Microfluidics International Corporation)

Estos equipos de laboratorio y de planta piloto pueden trabajar a presiones de 200-300 MPa, y
operan mediante un mecanismo diferente y a mayores presiones que los homogeneizadores
convencionales, que contienen una bomba intensificadora que provee alta presion para forzar
al producto a pasar a través de una camara de interaccion formada por dos microcanales, que
haran que el producto se divida en dos corrientes al entrar a la cdmara. Dichas corrientes se
aceleraran y terminaran colisionando entre si desde direcciones opuestas (Olson et al., 2004).
El liquido se acelera dentro de la camara debido a la disminucioén del didmetro del tubo, a la
liberacion de presion y a los cambios abruptos en la direccion que conducen a choques contra
las paredes, causando estos fenomenos la ruptura de particulas en otras mas pequenas. La

maxima velocidad de flujo que se puede alcanzar en la cdmara es de 400 m/s y normalmente a
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la salida de la camara de interacciéon se coloca un intercambiador de calor para enfriar

rapidamente el producto tratado (Perrier-Cornet ez al., 2005).

Figura 1.5 Vista esquematica del sistema de homogeneizacion de los equipos de
Microfluidics International Corporation (http://www.iesmat.com/Productos-MFL-LAB-M-
110P.htm)

1.8.3 Nanojet (Haskel)

Estos homogeneizadores alcanzan una alta presion por medio de dos corrientes de flujo
opuestas y se utilizan principalmente para la produccion de microemulsiones,
nanosuspensiones y liposomas estables (Burgaaud et al., 1990). Los equipos que actualmente
se comercializan son equipos de laboratorio cuya presion y flujo maximos son 200 MPa y 30

L/h.

1.8.4 Emulsiflex (Avestin)

Estos homogeneizadores pueden alcanzar presiones de hasta 200 MPa trabajando con flujos de
1.5-160 L/h, mientras que los equipos industriales alcanzan como méaximo presiones de 100
MPa. La presion se alcanza gracias a una valvula especialmente disefiada para soportar altas

presiones.

1.8.5 Stansted (Stansted Fluid Power Ltd)

En este tipo de equipo, la valvula de homogeneizacion esta fabricada con un material cerdmico
capaz de soportar presiones de hasta 400 MPa., Ademas, su geometria es diferente comparada
con la valvula APV-Gaulin (Figura 1). La primera diferencia radica en que la valvula Stansted
la direccion de flujo es contraria a la que se tendria en una valvula convencional de

homogeneizacion. En la valvula Stansted el flujo es alimentado axialmente a lo largo de la
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parte mévil de la valvula y luego se acelera radialmente por el espacio entre el cabezal y el
espacio de la valvula (Floury ef al, 2004), (Figura 1.6). La presion de homogeneizacion
alcanzada, es dependiente del espacio que hay entre el asiento y el cabezal de la valvula, asi
mismo, también influye la velocidad de la corriente del fluido y la presion de éste, antes de
pasar a través de la valvula. La caida de presion del liquido en la valvula es llamada presion de
homogeneizacion (Floury et al, 2004). La segunda diferencia consiste en que al utilizar la
valvula Stansted se pueden alcanzar presiones de hasta 400 MPa, mientras que en una valvula

APV-Gaudin las presiones que se alcanzan son mucho mas bajas (70-100 MPa).

En la vélvula de homogeneizacion Stansted ocurren cambios intensos de energia cuando el
liquido pasa de alta presion y baja velocidad entre el espacio del piston y la valvula a baja
presion y alta velocidad al pasar por el espacio de la valvula y fluir a través del asiento hacia la

salida del homogeneizador.

§
2
g

Figura 1.6 Vista esquematica de la valvula Stansted de alta presion de homogenizacion.

(Donsi et al., 2009a).

El liquido procesado pasa a través de una seccion convergente, espacio de la valvula, que es el
comprendido entre el cabezal y el asiento de la vélvula. Este espacio puede reducirse para
aproximarlo al asiento de la valvula, lo que incrementa el nivel de presion (Floury ez al., 2004).
El fluido es bombeado por un estrecho espacio a través del asiento contra el cabezal de la

valvula, produciéndose un choque contra éste y el anillo de impacto con lo que se produce una
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ultrarrapida depresion. Consecuentemente, tiene lugar una combinacion de fuerzas de cizalla,
cavitacion, turbulencia y coalescencia en la superficie del fluido que, entre otros efectos,

puede causar la ruptura de las células microbianas (Floury et al.,, 2004).

Debido al incremento de la presion y a la friccion, se produce un aumento de temperatura, de
aproximadamente 2-2.5 °C por cada 10 MPa, de manera que el grado de destruccion
microbiana, y los cambios en las propiedades fisicas y quimicas del producto dependera no
solo de la presion aplicada sino, también de la temperatura alcanzada. Es posible modificar el
efecto térmico, minimizadndolo o potenciandolo al maximo, dependiendo de la sensibilidad de
la matriz y del objetivo que se pretenda alcanzar. Esto puede hacerse introduciendo el
producto a bajas temperaturas y controlando el calentamiento en la valvula (modalidad sin
efecto térmico), o de forma que la temperatura alcanzada durante la homogenizacion sea la
maxima posible, introduciendo el producto a temperaturas iniciales a partir de 40 °C (con
modalidad efecto térmico), lo que permitira alcanzar temperaturas muy superiores. Sin
embargo, se ha de remarcar si se ensambla al sistema un intercambiador de calor para el
enfriamiento final, que el tiempo al que el producto permanece a la temperatura maxima

alcanzada en la valvula de alta presion es instantaneo, inferior a 0.5 s (Guamis ez al., 2006).
1.9 Efectos de la UHPH

1.9.1 Efecto de la UHPH sobre los microorganismos

La homogeneizacion de alta presion se ha utilizado frecuentemente para la inactivacion de
microorganismos (Middelberg, 1995). A pesar de que se han realizado diversas hipotesis, el
mecanismo exacto de como se inactivan los microorganismos por homogenizacion alta
presion aun no ha sido dilucidado completamente (Diels et al., 2005). Los gradientes de alta
presion, la fuerza de cizalla, los choques a alta velocidad, la turbulencia y los fenomenos de
cavitacion que se producen a través de la valvula de alta presion pueden inducir la ruptura
mecanica, asi como también la alteracion de la membrana celular (Middelberg, 1995; Kleinig
et al., 1998; Gogate et al, 2008), Este hecho, es decir, la alteracion y rotura mecanica de las
paredes celulares de los microorganismos, la presencia de restos de membrana y/o de células
colapsadas, se han observado tanto por microscopia electronica (Vachon et al.,, 2002; Tribst et

al., 2009) como por microscopia inversa (Donsi et al., 2009; Maresca et al., 2011).
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La eficiencia de UHPH para la inactivacion microbiana aumenta al incrementar el nivel de
presion y/o el nimero de ciclos a través del homogeneizador, siendo importante la temperatura
del fluido durante su procesado, concretamente la que se alcanza en la valvula de alta presion
y depende de varios factores como el nivel de presion, las caracteristicas del fluido y la
intensidad de los fendmenos de calentamiento, como resultado de los efectos de cizallamiento,
en el que influye ademas el disefio y la eficiencia de la valvula de alta presion (Thiebaud et al,
2003; Picart et al, 2006; Donsi et al, 2009; Maresca et al, 2011). Por lo tanto, los efectos
adicionales o sinérgicos entre las fuerzas mecanicas y el calentamiento son importantes en la
inactivacion microbiana, especialmente cuando las temperaturas son superiores a los 60 °C
(Thiebaud et al, 2003; Picart et al, 2006). Al comparar la inactivacion inducida por
tratamientos de UHPH o térmicos de corto tiempo a 4 s, se determind que por debajo de ~60-
68 °C (dependiendo de la sensibilidad térmica de los microorganismos), los efectos mecanicos
son principalmente los responsables de letalidad microbiana (Picart et al., 2006), mientras que
Pathanibul ef al,, (2009) consideraron que la inactivacién microbiana se asocia principalmente
a los efectos térmicos cuando la temperatura del fluido tras la valvula de alta presion alcanza

los 80 °C.

El nimero de ciclos, también es un factor a considerar. Asi, Picart ef al. (2006) obtuvieron una
mayor eficacia en la letalidad microbiana en leche entera previamente inoculada con Listeria
innocua, Micrococcus luteus o Pseudomonas fluorescens al aplicar 3 ciclos a 200 MPa a una
temperatura de entrada de 24 °C, que cuando se tratd a un solo ciclo a 300 MPa. Igualmente,
también se necesitaron multiples ciclos de homogenizacién a 100 MPa para reducir la carga
microbiana inoculada en zumos de zanahoria, durazno o naranja (Tahiri ef al,, 2006; Patrignani

etal, 2009, 2010; Maresca et al,, 2011).

Otros factores que influyen en la letalidad microbiana son las caracteristicas de la matriz
alimenticia (agua, contenidos grasos, viscosidad, pH, etc.), asi como el tipo de
microorganismo y su concentracion. La pared y membrana celular son las principales
estructuras afectadas al aplicar tratamientos UHPH, y asociado a ello, los estudios indican que
las bacterias Gram negativas con una pared mas delgada son mds sensibles que las Gram
positivas (Vachon et al., 2002; Wuytack et al., 2002). En relacion a la concentracion inicial,

parece que también juega un papel importante en la eficacia de la UHPH, siendo mayor al
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disminuir el nimero de microorganismos. Asi Tahiri et al. (2006) y Donsi et al. (2006)
demostraron que la efectividad en la letalidad bacteriana era superior al disminuir el in6culo
inicial.

En cualquier caso lo que se ha evidenciado es que los tratamientos UHPH no producen
lesiones metabolicas (Kheadr ef al., 2002; Vachon et al.,, 2002; Wuytack et al., 2002; Thiebaud
etal., 2003; Diels et al., 2005; Brifiez et al., 2006a, 2006b; Picart et al., 2006; Brifiez et al., 2007,
Roig-Sagués ef al.,, 2009; Pedras et al, 2012), y solo se ha sugerido que pueden desarrollarse
bacterias resistentes si se aplican ciclos multiples a niveles relativamente bajos de presion de

homogeneizacion (Donsi et al., 2009).

En los ultimos afios, ha aumentado de manera notable el interés sobre la potencialidad de
UHPH para incrementar la seguridad y la estabilidad microbiana de los alimentos u otros
productos liquidos perecederos. La eficacia de los tratamientos UHPH, aplicados en un nico
pase a presiones de al menos 200 MPa, se ha demostrado en la inactivacion de las células
vegetativas de las principales bacterias patogenas (Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus o Salmonella spp.), inoculadas en leche, huevo entero
o zumos de frutas (Brifiez et al., 2006a, 2006b, 2007; Velazquez et al., 2008; Kumar et al.,
2009; Roig-Sagués et al., 2009; Velazquez ef al., 2011) y de microorganismos de alteracion
(Lactobacillus plantarum o Saccharomyces cerevisiae) en zumo de naranja (Campos y
Cristianini, 2007). También, los tratamientos de UHPH de entre 200-300 MPa se han
mostrado tan eficaces como la pasteurizacion, garantizando la estabilidad microbioldgica de
alimentos como la leche (Kheadr ef al., 2002; Thiebaud ef al., 2003; Hayes et al., 2005; Pereda
et al, 2007; Smiddy et al, 2007), leche de soja (Cruz et al., 2007; Poliseli-Scopel et al,, 2012),
zumos de fruta (Tahiri ez al, 2006; Suarez-Jacobo et al., 2010; Velazquez-Estrada et al., 2011;
Maresca et al., 2011; McKay et al, 2011; Calligaris et al., 2012; Suarez-Jacobo et al., 2012),
mostos (Puig et al., 2008).

Sin embargo, la UHPH no es tan eficaz cuando se trata de inactivar esporas bacterianas. El
efecto de la UHPH sobre Alyciclobacillus acidoterrestris fue evaluado por Bevilacqua et al.
(2007), observando que tratamientos de entre 50 y 170 MPa apenas reducen de 1 a 2 log
ufc/mL las células vegetativas en un caldo de cultivo y en menos de 1 log ufc/mL sus esporas

en zumo de manzana (Bevilacqua et al., 2007). En referencia a otras bacterias esporuladas de
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importancia en los alimentos, como Bacillus cereus, que puede ser causa de toxiinfecciones
alimentarias, o B.subtilis, involucrado en procesos de alteracion de alimentos, Chaves-Lopez
et al. (2009) observaron que s6lo cuando se encadenaban tres ciclos consecutivos de UHPH a
150 MPa se obtenian reducciones significativas cercanas a los 5 log ufc/ml de sus esporas. No
obstante, la aplicacion de varios ciclos encadenados de tratamientos UHPH, que ya habia sido
descrita anteriormente por Tahiri et al, (2006), no resultaria practica desde el punto de vista
industrial (Dumay et al., 2013). Una forma de incrementar la eficacia de los tratamientos
UHPH aplicados en un solo pase frente a esporas bacterianas es precalentar la matriz a una
temperatura de entre 75 °C y 85 °C antes del tratamiento, lo que implica alcanzar unas
temperaturas méaximas durante el paso por la véalvula de presion, cercanas a los 140 °C, y
conseguir asi una estabilidad similar a la de un tratamiento UHT, tal como se ha descrito
recientemente en leche inoculada con Bacillus cereus, B. licheniformis, B.
sporothermodurans, B. coagulans, Geobacillus stearothermophilus o B. subtilis (Amador-

Espejo et al., 2014b) o en leche de soja envasada asépticamente (Polisei-Scopel et al., 2014).

1.9.2 Efectos de 1a UHPH en enzimas de interés

Las enzimas son de gran importancia en la elaboracion y conservacion de los alimentos, tanto
por su efecto negativo por lo que deben ser inactivadas, como por su efecto positivo
utilizandose para mejorar y/o optimizar la elaboracion de algunos alimentos. El efecto de la
UHPH es muy variable en la actividad de los enzimas, aunque probablemente, los fendmenos
producidos en la valvula de homogeneizacion, junto con el aumento de la temperatura
producen modificaciones estructurales en la conformacion de la enzima causando en muchas

ocasiones una disminucion de su actividad.

Diversos autores (Hayes & Kelly, 2003a; Datta et al., 2005; Diels et al., 2005; Picart et al.,
2006; Pereda et al., 2008; Serra et al., 2008) investigaron la inactivacion inducida por UHPH
de enzimas propios de la leche como la fosfatasa alcalina, plasmina-plaminogeno y lipasas,
utilizando presiones entre 200 y 300 MPa, y aunque en general su inactivacion aumento al
incrementar la presion y la temperatura de entrada, concluyeron que el efecto del tratamiento
UHPH en estos enzimas, dependia de los parametros de procesamiento, como la presion de

homogeneizacion, la temperatura de entrada, la temperatura de la valvula de alta presion, el
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tiempo de residencia, ademas de la sensibilidad de la propia enzima. También se han realizado
investigaciones del efecto de la UHPH sobre la actividad de las lipasas enddgenas y de origen
bacteriano de la leche (Vannini e al, 2004; Diels et al, 2005), observando que eran mas

sensibles las lipasas de lipoproteina enddgena que las lipasas de bacterias psicrotroficas.

En zumos de frutas, la aplicacién de la UHPH en la inactivacion enzimadtica ha sido efectiva,
consiguiendo que con un solo ciclo a 300 MPa y una temperatura de entrada de 10 y 20 °C, en
zumo de naranja, se redujera la actividad pectinmetilesterasa (PME) un 96% (Velazquez-
Estrada et al., 2012), se produce la completa inactivacion de la actividad pectato liasa en zumo
de platano al aplicarse niveles de presion de 200 MPa con temperatura de entrada de 4 °C
(Calligaris et al, 2012) y la inactvacion total de la polifenoloxidasa y la PME en zumo de
manzana después del procesamiento a 300 MPa, con una temperatura de entrada de 4 °C

(Sudrez-Jacobo et al.,, 2012).

Finalmente, en relacion a la lipooxigenasa presente en los productos vegetales, como los
cereales, soja y almendra, y que tiene repercusiones en la calidad del producto, se ha
determinado que se produce su completa inactivacion al aplicar el licuado de soja a presiones

de 200-300 MPa y una temperatura de entrada de 40 y 50 °C (Cruz, 2008).

1.9.3 Efecto de la UHPH en la estabilidad de las emulsiones

La estabilidad de las emulsiones se debe, entre otros factores, a la existencia de una cubierta
proteica alrededor de las gotas de aceite que favorece la dispersion en la fase acuosa, por lo

que es importante la integridad de la cobertura para evitar fendémenos de coalescencia.

En general las emulsiones aceite-agua son inestables termodinamica y cinéticamente,
pudiéndose manifestar dicha inestabilidad de maneras diferentes. Por una parte, la diferencia
de densidad entre la fase acuosa y la fase lipidica, segun la ley de Stokes favorece la migracion
de las gotas de grasa de manera espontanea hacia la superficie, dando lugar a una capa de
cremado. Por otra parte, cuando las gotas de grasa se aproximan debido a diferentes tipos de
interacciones de atraccion, €stas pueden flocular, y por tanto, favorecer la formacion de
agregados, que posteriormente pueden unirse en gotas de mayor tamafo, lo que se conoce
como fendmeno de coalescencia. El proceso de separacion espontanea de la grasa sera mucho

mas rapido cuanto mayor sea, el tamafio de los glébulos grasos y la temperatura del producto;
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por esa razon las emulsiones suelen estabilizarse mediante la reduccion mecénica del tamafio

las gotas, que se consigue mediante la homogenizacion.

Desrumaux et al., (2002) aplicaron presiones entre 50 y 350 MPa a emulsiones de aceite-agua
con un 20% de aceite de girasol y con un 1,5% de proteinas séricas, y observaron que la
maxima estabilizacion se consigui6 al aplicar presiones de alrededor de 100 MPa, ya que a
partir de esta presion, el tamano de la gota de grasa volvio a aumentar. Los mismos autores,
también observaron que cuando utilizaron presiones superiores a 200 MPa, las proteinas
sufrieron cambios conformacionales que alteraron sus propiedades emulsionantes. Por otra
parte, Floury et al, (2002) utilizaron proteina de soja como emulsionante y consiguieron
emulsiones estables con comportamiento de gel utilizando presiones de hasta 350 MPa, donde
el tamafio de la gota disminuy6 a medida que aument6 la presion. Posteriormente, Floury et
al. (2003) investigaron la estabilidad de una emulsion preparada con 20% de aceite de girasol
y un 0.75% de metilcelulosa después de tratarla con UHPH a 150 MPa y observaron un
aumento de estabilidad y una disminucion del tamafio de gota. Otros autores (Cruz et al,
2007; Poliseli-Scopel et al., 2012) trabajaron con leche de soja, observando que a presiones de

200 y 300 MPa se produjo una alta estabilidad fisica.

Algunos autores (Floury et al., 2000, 2004; Jafari et al., 2008), observaron que cuando se
aplicaron tratamientos a 250-300 MPa se produjo un incremento del tamafio de los globulos de
grasa, atribuyéndolo predominantemente a fendmenos de coalescencia (con o sin agregacion
de particulas), de los globulos de grasa cuando se incrementd la temperatura de entrada o
cuando la concentracion del surfactante ya no fue suficiente para cubrir la interfase aceite-
agua recién creada, produciendo desestabilizacion. Ademas, los fendmenos de
agregacion/coalescencia podrian estar relacionados con una refrigeracion insuficiente
inmediatamente después de la salida del liquido de la valvula de alta presion, favoreciendo la
desnaturalizacion de las proteinas en la interface aceite-agua y la agregacion de los globulos
(Hayes et al., 2005). Al respecto, Lee et al, (2009) compararon el efecto de emulgentes de
bajo peso molecular y proteinas, poniendo de manifiesto que las proteinas fueron mas
eficientes como agentes estabilizadores al aplicarse el tratamiento por UHPH en las
emulsiones, debido a la capa mas compacta y viscoeldstica formada en la interfase aceite-

agua.
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A pesar de la diversidad de los estudios realizados en este ambito, los investigadores, sefialan
que la estabilidad de las emulsiones depende ademés del tamafio de la gota de grasa, de la
cantidad y estado de las moléculas que ejercen de emulsificantes, que en muchos casos son

las propias proteinas que también se ven afectadas por el tratamiento UHPH.

1.9.4 Efecto de las proteinas en los tratamientos UHPH y en la estabilidad de las
emulsiones

Los tratamientos de alta presion de homogeneizacion causan diferentes efectos sobre las
proteinas. En el caso de la leche y derivados, se ha determinado que en las proteinas séricas
uno de los efectos es la desnaturalizacion, tal como lo observaron Desrumaux y Marcand
(2002), en emulsiones de aceite en agua estabilizadas con proteinas de suero de leche tratadas
a presiones superiores a los 200 MPa. Esta desnaturalizacion se confirm6 por Hayes y Kelly
(2003a) a aplicar temperaturas de entrada superiores a 45 °C y 250 MPa, observando que en
estas condiciones la desnaturalizaciéon fue mayor en la PB-lactoglobulina que en las a-
lactoalbumina, Sin embargo, la desnaturalizacién fue minima cuando se aplicaron presiones
entre 50 y 200 MPa, coincidiendo con la observaciones de Sandra (2005) y Bouaouina,
(2006). Sin embargo, Hayes, (2005), Datta, (2005), Zamora et al. (2007) y Pereda et al. (2008)
determinaron que a esas presiones los tratamientos UHPH producia la desnaturalizacion
parcial de las proteinas séricas, y Serra ef al. (2008) observaron un incremento del 14 al 26%
en el grado de desnaturalizacion de la B-lactoglobulina al utilizar presiones de 100 y 300 MPa,

respectivamente.

En el caso de las micelas de caseina, a presiones inferiores a 150 MPa aplicada en leche
desnatada, el efecto es minimo, sin embargo, a presiones de 200 MPa su tamaio se redujo un 5
% (Hayes et al., 2003a). Sandra y Dalgleish (2005), demostraron que el tamafio de la micela
de caseina de leche en polvo desnatada reconstituida disminuye al aplicar 186 MPa de presion
y al incrementar el nimero de ciclos a presiones superiores a 200 MPa, Esta disminucion
causo el aumento de la solubilidad de la x-caseina y las o-caseina, debido a la ruptura de
interacciones hidrofobicas y/o a los efectos mecanicos de cizalla sobre las proteinas mas
cercanas a la superficie de la micela. De manera similar Roach ef al. (2008), observaron una

disminucion lineal del 30% en la micela de caseina a presiones de 0 a 200 MPa.
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En el caso de la leche de soja, Floury et al. (2002) estudiaron los efectos de la UHPH en una
disolucion al 3% de globulina 11S, observando que su solubilidad se mantenia a presiones
inferiores a 150 MPa, pero al aplicar presiones superiores a 200 MPa se producia una
disminucion de su solubilidad debido a su desnaturalizacion. A presiones mayores a 200 MPa,
las fuerzas mecanicas, que inducen fenomenos de turbulencia y cavitacion afectan la
conformacion de la macromolécula que tiende al desdoblamiento y a la agregacion,
aumentando los efectos hidrofobicos que conducen a las interacciones entre proteina-proteina.
Estos cambios pueden producir fendémenos como la floculacion de la emulsion proteina-

proteina, que a su vez provoca un aumento en la viscosidad de la emulsion (Cruz et al., 2008).

1.9.5 Investigacion de la aplicacion de la UHPH en diferentes alimentos

En la Tabla 1.7, se muestra una revision de las principales investigaciones relacionadas con la

aplicacion de la UHPH en alimentos.
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Tabla 1.6 Investigaciones realizadas con equipos de ultra alta presiéon de homogeneizacion en alimentos. Ty Temperatura de entrada

de la muestra, T; Temperatura después de la primera valvula de presion, T, Temperatura de salida.

Equipo Producto Presion Temperatura Ciclos Autores
1 Etapa 2"Etapa Ty
Mezcla para helado
inoculado con Bacillus (Feijoo et al.,
licheniformis ATCC 50-200 33-50 1997)
Microfluidizer® 14580
Newton, MA, Almidén de harina de 62-100 i ) (Guraya y James,
USA arroz al 22,32 y 36% 2002)
Emulsion de
concentrado de (Perrier-Cornet et
proteinas séricas con 100-200 ) 1.2,3y4 al.,2005)
aceite de girasol.
Solucion acuosa de B- 0-140 i i (Subirade et al.,
lactoglobulina 1998)
Avestin Inc., Leche tampodn fosfato
Model y permeado de suero
EmulsiFlex-CS5. inoculados con (Moroni et al.,
Otawa, Canada Lactococcus lactis 100-200 i 13,5 2002)
subsp. cremoris
LMO0230
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Equipo Producto Presion

Temperatura

1" Etapa 2"Etapa

Ty

T,

T,

Ciclos

Autores

Tampon fosfato 100300 -
inoculado con
Enterococcus
faecalis,
Staphylococcus
aureus, Lactobacillus
plantarum, Listeria
innocua y
Leuconostoc
dextranicum,
Salmonella entérica
serotipo
Avestin Inc., Model typhimurium,
EmulsiFlex-C5. Shigella flexneri,
Otawa, Canada. Yersinia
enterocolitica,
Pseudomonas
fluorescens 'y
Escherichia coli
MG1655y
LMM1010

Tampon fosfato 100-200 -
inoculado con
Salmonella enterica
serovar
Tiphyimurium.

42

(Wuytack et
al., 2002)

(Wuytack et
al., 2003)
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Equipo Producto Presion Temperatura Ciclos Autores
1" Etapa 2" Etapa Ty T, T,
Emulsion de (Roesch y
concentrado de .
. . 70 5 - - - - Corredig,
proteina de soja con
. ) 2003)
aceite de soja.
Tampon fosfato
inoculado con (Diels et al.,
Staphylococcus 100-300 ) 3-30 i 18 i 2003)
aureus 'y Yersinia
enterooilitica.
Avestin Inc.,
Model EmulsiFlex- Tampon fosfato
C5. Otawa, Canada inoculado con (Diels et al.,
Escherichia coli MG 100-300 ) 5-30 ) 18 ) 2004)
1655
Leche en polvo 41. 114 (Sandra y
desnatada ’1 36 y - 22 - 18 2,4y6 Dalgleish,
reconstituida. 2005)
Tampon fosfato de
potasio inoculado i i i i (Diels et al.,
con Escherichia coli 50-300 2 2005)

K12 MG 1655.
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Equipo Producto Presion Temperatura Ciclos  Autores
1° Etapa 2" Etapa Ty T, T,
Tampon fosfato y 100, 150 y - 25 - - 1,3y5  (Tahiriet
zumo de naranja 200 al., 2006)
inoculados con
Escherichia coli
O157:H7, Salmonella
Avestin Inc., Model enteritidis,
EmulsiFlex-CS5. Lactobacillus
Otawa, Canada plantarum,
Leuconostoc
mesenteroides,
Sacharomyces
cereviseae,
Penicillium ssp.
Leche cruda 179 - 25 - - 6 (Sandra y
desnatada Dalgleish,
2007)
Leche cruda 200 - 28 - - 5 (Kheadr et
inoculada con al., 2002)
Listeria innocua
ATCC 33090
Zumo de naranja 170 - 30 - - - (Lacroix et
al., 2005)
GEA Niro Sozvi., Leche 100 - - - - - (Guerzoni et
Panda Parma, Italia. al., 1999)
Leche 75 - - 40 - - (Lanciotti et
al., 2004a)
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Temperatura

Ciclos Autores

T,
(Lanciotti et al.,

Presion
1" Etapa 2" Etapa Ty T,

100 -

Producto

Equipo

2004b)

Leche cruda
inoculada con
Streptococcus
thermophilus y
Lactococcus spp
lactis
Leche desnatada en 75,100y - -
polvo inoculada con 130
Listeria
monocytogenes Scott
A, Salmonella
enteritidis E4, S.
typhimurium T35,
Escherichia coli 555,
Staphylococcus
aureusST1, Bacillus
subtillis A2,
Lactobacillus
plantarum E547,
Lactobacillus
helveticus 15009,
Pseudomona putida
754, Proteus vulgaris
PVI1.
Productos lacteos 135 - -
inoculados con
Lactobacillus
delbrieckii spp
bulgaricus 11842.

GEA Niro Sozvi.,
Panda Parma,
Italia.

Rannie Mini-Lab
ZAPV,
Wilmington MA,
USA.

- (Vannini et al.,
2004)

- 3 (Bury et al.,
2001)

35



Equipo Producto Presion Temperatura Ciclos Autores
1" Etapa 2" Etapa Ty T, T,

Manton-Gaulin Zumos de citricos 0-30 - - - - - (Betoret et

pilot Homogenizer. al.,2009)
Model 15SMTBA.

Stansted Fluid Emulsion de aceite 20,150y - 4 - - - (Floury et al.,

Power Ltd., Essex,  de sojay solucion 300 2000)
UK. acuosa de proteina
sérica.

Emulsion de aceite 50-350 - 5 - 40 - (Desrumaux y
de girasol y solucion Marcand, 2002)

acuosa de proteina

sérica.

Emulsion de aceite 50-350 - - - - - (Floury et al,
de girasol y solucion 2002a)
acuosa de globulina

de soja 11S.
Solucién de 20-350 - - - - - (Floury et al.,
metilcelulosa 2002b)
Emulsion de aceite y 20-350 - 5y20 - - - (Floury et al.,
metilcelulosa 2003)
Leche 100-300 - 4,14y24 - 29,8-78.,0 - (Thiebaud et al.,
2003)
Leche estandarizada 50-200 3-20 6-10 - 26,4-53,6 - (Hayes y Kelly,
Stansted Fluid 0-10% de grasa 2003a)
Power Ltd., Model = Emulsion aceite de 200-350 - - - - - (Floury et al,
FPG7400 H., girasol y Tween 20. 2004b)
Essex, UK. Leche entera 200 - 10-55 - 56,4-80,0 - (Datta et al.,
2005)
Leche entera 100-300 - 4y24 30,2-75.,8 13,5 1,2y (Picart et al.,
3 2006)
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Equipo Producto Presion Temperatura Autores
1" Etapa 2" Etapa Ty T, T,

Stansted Fluid Leche y zumo de 300 30 6y20 - 16-18 (Brifiez et
Power Ltd., Model  naranja inoculados al.,2006a)
DRGFPG7400 H:  con Listeria innocua

350. Essex, UK. (ATCC 33090).

Leche y zumo de 300 30 6y20 - 16-18 (Brifiez et
naranja inoculados al.,2006¢)
con Staphylococcus

aureus ATCC 13565
y Staphylococcus
carnosus CECT
4491.

Benchtop high- Huevo liquido 150, 200 y - 6 (Velazquez-

pressure inoculado con 250 Estrada et
homogenizer Salmonella enterica al.,2008)
(model/DRG serovar Senftenberg
FPG7400H:350, 775Wtraim.
Stansted Fluid
Power Ltd.,
Essex, UK.
Leche con grasa 200, 300 y - 4 - - (Roig et
inoculada con 400 al.,2009)
Listeria
monocytogenes
CCUG 15526
Leche 300 MPa 55,65, Leche
75y 85

al. (2014b)
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Equipo Producto Presion Temperatura Ciclos Autores
1" Etapa 2" Etapa Ty T, T,

Leche estandarizada 200-300 - 30y 40 - - - (Pereda et

al 3,5% grasa al.,2006)
Leche estandarizada 100, 200 y - 30y 40 64,7-103,0 - - (Pereda et

al 3,5% grasa 300 al.,2007)

Leche 100, 200 y -y 30 30y 40 - 25-36 - (Serra et

300 al.,2007)

Stanted Fluid Leche estandarizada 100, 200 y -y 30 30 33-41 40 - (Zamora et
Power Ltd., Model al 3,5% grasa 300 al.,2007)
FPG11300. Essex,
UK

Leche estandarizada 200-300 - 30y 40 78,5-101,5 21-27 - (Pereda et

al 3,5% grasa al.,2008a)
Leche estandarizada 200-300 - 30y 40 - - - (Pereda et
al 3,5% grasa al.,2008b)

Leche desnatada 100-300 -y 30 30 - 23,4-332 - (Serra et

al.,2008a)

Leche estandarizada 200-300 40 30 - 23,4-33,2 - (Serra et
al 3,5% grasa al.,2008b)

Leche estandarizada 200-300 30y 40 30 - 23,4-33,2 - (Serra et

al 3,5% grasa al.,2008c)

Leche de soja 200y 300 - 40 - 88-108 - (Cruz et

al.,2008)

Leche de soja 200y 300 - 40y 50 - 89-109 - (Cruz et

al.,2009)

Licuado de soja 200y 300 - 50 95y 108 - - (Ferragut et

al.,2009)
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Equipo Producto Presion Temperatura Ciclos Autores
1" Etapa 2" Etapa Ty T, T,
Zumo de manzana 100, 200 y - 4y20 6,5-19,5 14,2-20,3 15,5-21,3  (Suarez et
300 al.,2010)
Zumo de naranja 100, 200 y - 10y 20 20,0-37,8 41,8-95,3 20,0-22,3- (Velazquez-
300 Estrada et
al.,2012)
Stanted Fluid Licuado de soja 200y 300 - 55,65y 105,77, 111,7y 27,1,27,0 (Poliseli-
Power Ltd., Model 75 117,0 y 25,6 Scopel et
FPG11300. Essex, al.,2012)
UK
Volatiles en licuado 200 y 300 - 55,75y - - - (Poliseli-
de soja 80 Scopel et
al.,2013)
Leche 200y 300 55,65, 75 Amador-
MPa y 85 Espejo et al.

(2014a)
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CAPITULO II: Antecedentes, objetivos y
plan de trabajo
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La bebida de almendra es un producto de extensa implantacion en el mercado espafiol,
como alternativa a la leche de vaca, a pesar de que no son productos comparables. Esta
bebida de almendra es consumida principalmente por personas con problemas de
intolerancia a la lactosa o con alergias a las proteinas de la leche. A estos usos clasicos se
suma desde hace algunos afios sus destacados efectos saludables, especialmente en la
proteccion frente a enfermedades cardiovasculares, al permitir la sustitucion de los acidos
saturados de la leche por los acidos grasos insaturados (principalmente monoinsaturados)
que aporta esta bebida vegetal, a lo que se ha de unir el efecto antioxidante de sus
flavonoides, de la vitamina E y de las poliaminas, el efecto protector de la fibra alimentaria
y su contenido en fitosteroles, que reducen la absorcion del colesterol, entre otros

compuestos bioactivos.

En las sociedades modernas, las denominadas sociedades del bienestar, los conceptos de
Seguridad, Calidad y Promocién de la Salud han pasado a adquirir un interés prioritario en
diversos ambitos, y mas atn, en aquellos temas que son especialmente sensibles, como es el
de la nutricion. En este contexto, los valores que intervienen en la definicién y la
apreciacion de un alimento son complejos e incluyen factores que atafien a los tres aspectos
citados. Esta tesis estd situada en el contexto de un proyecto que, en parte, pretende
contemplar dichos aspectos de la bebida de almendra, que por sus caracteristicas de
composicion puede representar una alternativa dietética saludable, no solo en su aplicacion
mas habitual como sustituto de leche, sino también para un sector mas amplio de la
poblacion, ya que puede contribuir a reducir la incidencia de las denominadas
enfermedades de la civilizacion, cancer y enfermedades cardiovasculares entre otras,

entrando de lleno en el ambito de la promocion de la salud.

En la actualidad, existen en el mercado licuados de almendra obtenidos por la aplicacion de
tratamientos térmicos de pasteurizacion y esterilizacion, pero no hay todavia productos
estabilizados por la aplicacion de altas presiones, a pesar de que esta tecnologia podria
evitar algunos de los efectos indeseables de la aplicacion del calor en las propiedades

sensoriales, nutricionales y biofuncionales de estos productos.

La alta ultra presion de homogenizacion (UHPH), en la que se aplican presiones entre 100 y

400 MPa, todavia no ha llegado a implantarse en la industria alimentaria, aunque si en la
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farmacéutica. La gran eficacia conseguida en la operaciéon de homogenizacién ha abierto
nuevas perspectivas de aplicacion de esta tecnologia en el &mbito de la conservacion de
alimentos liquidos y en la obtencién de productos derivados de éstos, con caracteristicas de
calidad mejoradas respecto de los productos procesados mediante tratamientos térmicos

convencionales.

La UHPH posee la capacidad de destruir microorganismos, mientras que las pérdidas
nutricionales y organolépticas pueden ser menores que las experimentadas en los
tratamientos térmicos convencionales. Por otra parte, la UHPH aporta una excelente
estabilidad fisica a los productos coloidales, tal como el licuado de almendra. Por ello, esta
tecnologia puede ser adecuada para solucionar en una sola operacion los aspectos que se
requieren en la obtencion de licuados de almendra con unos buenos estandares de calidad.
El presente trabajo se realizo con la financiacion obtenida del proyecto nacional AGL2008-
05430-C02-01 titulado “Aplicacion de la ultra alta presion de homogeneizacion (UHPH) en

la elaboracion de licuados vegetales (soja y almendra) de alta calidad”.
2.1 Objetivos

El objetivo general de esta tesis fue estudiar los efectos de la aplicacion de la tecnologia
UHPH en la elaboracion de licuados de almendra como alternativa a los tratamientos térmicos

convencionales.

2.1.1 Objetivos especificos

o Establecer las condiciones de elaboracion de licuados base de almendra en planta

piloto.

o Estudiar diferentes combinaciones de presion y temperatura de entrada en
tratamientos UHPH y seleccionar las condiciones Optimas de tratamientos para

obtener bebidas que puedan conservarse en refrigeracion y a temperatura ambiente.

o Estudiar las principales modificaciones fisicas, quimicas y bioquimicas de las
bebidas tratadas por UHPH en comparacion con las tratadas térmicamente en base a

las caracteristicas de calidad mas relevantes de este tipo de productos.
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e Identificar la microbiota potencialmente alterante de la bebida de almendra y

evaluar su letalidad por el efecto de tratamientos UHPH.

o Establecer la vida util de bebidas tratadas por UHPH en base a pardmetros de
calidad seleccionados en relacion a su estabilidad higiénica, fisica, propiedades

sensoriales y nutritivas.

2.1.2 Plan de trabajo

Esta tesis se llevd a cabo a través de cuatro estudios secuenciales, ya que al haber
antecedentes bibliograficos escasos en relacion a las bebidas de almendra, se tuvo que partir
con la optimizacion de la elaboracion de la misma en planta piloto, para continuar con el

estudio del efecto de la UHPH.

Estudio 1

Consistio en un estudio preliminar para establecer el proceso de elaboracion de la bebida de
almendra que constituiria el producto base para el posterior tratamiento de pasteurizacion y
tratamientos UHPH en los sucesivos estudios. Se realizaron dos bebidas de producto base,
una con lecitina y otra sin dicho emulgente. En total se estudiaron cuatro bebidas de
almendra: producto base con lecitina (PBCL), producto base sin lecitina (PBSL), bebida de
almendra pasteurizada con lecitina (PACL) y bebida de almendra pasteurizada sin lecitina
(PASL). Se realizaron analisis de parametros relevantes en la calidad global tales como
analisis microbioldgicos, estabilidad fisica y andlisis de oxidacion, ademas de Ia

composicion quimica.

Después de evaluar los resultados se ajusto el proceso de elaboracion del licuado, que fue

utilizado en las siguientes etapas del plan de trabajo (Figura 2.1)

Estudio 2

Se realizé una prospeccion de diferentes condiciones de tratamiento UHPH (Tabla 2.1) en
los licuados de almendra producidos en planta piloto y se compararon con tratamientos
térmicos convencionales (pasteurizacion y UHT). Los licuados procedentes de los
diferentes tratamientos aplicados se sometieron a andlisis microbioldgicos y fisicoquimicos.

Concretamente, se realizaron analisis de composicion quimica, andlisis microbioldgicos y
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fisicos, asi como hidrofobicidad de las particulas de la bebida de almendra, ademas de otros
factores de calidad de importancia en este producto, tales como actividad antitripsina y la
oxidacion lipidica. En total se estudiaron ocho tratamientos: producto base (PB), seis
tratamientos por UHPH y los tratamientos térmicos convencionales (pasteurizacion y UHT)

(Figura 2.2).

Tabla 2.1 Tratamientos UHPH de bebida de almendra, utilizados en el Estudio 2.

Temperatura de entrada (°C) Presion (MPa) Enfriamiento
55 200y 300 Instantaneo
65 200 y 300 Instantaneo
75 200y 300 Instantaneo
Estudio 3

Se evalu¢ el efecto letal de los tratamientos UHPH en esporas de Bacillus. Tras aislar e
identificar algunas cepas bacterianas esporuladas de los licuados de almendra tratados a
300 MPa de la etapa anterior, entre las mas frecuentemente aisladas, se seleccionaron tres
cepas (B. cereus, B. subtilis y Lysinibacillus) que se inocularon en el licuado de almendra
estéril, determinando la letalidad producida al aplicar tratamientos de 300 MPa, y

temperaturas de entrada de 55, 65, 75 y 85 °C (Figura 2.3).

Estudio 4

De acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios 2 y 3, se seleccionaron las
condiciones de tratamiento UHPH (200 MPa, 55 y 75 °C) como las mas adecuadas para
valorar tratamientos similares a la pasterizacion baja y alta, respectivamente, y compararlas
con las muestras pasteurizadas de manera convencional. La comparacion de éstas se realizo
por medio del estudio de los analisis de estabilidad fisica, color, microbiologia, microscopia
y oxidacion. Ademas, se hizo un seguimiento de los pardmetros mencionados a lo largo del
almacenamiento en refrigeracion para determinar la calidad y vida util de los licuados. En
el estudio de oxidacion de la bebida de almendra, y debido a los resultados en la primera

etapa se decidié determinar los compuestos volatiles generados en las diferentes muestras
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de bebida de almendra tratadas por UHPH y compararlas con las muestras pasteurizadas,

(Figura 2.4).

Almendra
molida
|
| ]
f Método A A f Método B
4%
4% almendra/agua
almendra/agua, r;ezcla a 60‘-{Cg8
mezcla a 802C min
\_ Tiempo variable ) \ y
Adicion o no de Adicion o no de
Lecitina lecitina
Filtracion Filtracion
Produ'ct? b.as.)e 902C 15 Licua'do Produ.cto b:c\§e
con y sin lecitina pasterizado con y sin lecitina
(PBSLy PBCL) (PASL y PACL) (Estudio 2, 3y 4)
| 1

L L ) . Oxidacion
Composicion Analisis Estabilidad lipidica
quimica Microbioldgico fisica

Lipooxigenasa
7

Figura 2.1 Plan de trabajo del Estudio 1: establecimiento y optimizacion del proceso de

elaboracion de la bebida de almendra. Estudio preliminar del efecto de la pasteurizacion.
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Producto Base de almendra
(cony sin lecitina)

L. UHPH
Pasteurizacion UHT
200y 300 MPa
902C90s 146°2C6s
55, 65y 75°C
|
| |
~
Anclists Andlisis Fisico- Estabilidad Analisis quimicos
microbioldgicos quimicos fisica y bioquimicos
J
(  Bacteria aerobias e ~ — ? ~
mesdfilas pH Tamafio de Lipooxigenasa
Esporas aerobias Composicién quimica particula Hidroperoxidos
mesofilas Sedimentacion TBARS
Enterobacterias solidos Perfil de
. . Hidrofobicidad compuestos
Micrococaceas S ) Voltiles
_ W,
Hongos y levaduras
Bacillus cereus

\ Prueba de esterilidad )

Figura 2.2 Plan de trabajo del Estudio 2: prospeccion de diferentes condiciones de

tratamiento UHPH.
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Licuado de almendra UHPH
200 MPa 752C y 300 Mpa 552C

Aislamiento y purificacion de esporas

Seleccion e identificacion bioquimica y genética

B. cereus, B. subtilis, Lysinibacillus spp

Esporulacién

Inoculacion

producto base de almendra conlecitina estéril (1212C 15 min)

Tratamiento UHPH
300 Mpa 55, 65, 75, 85°C

Analisis microbiolégicos

Recuento

incubacion 302C 20 dias

Figura 2.3 Plan de trabajo del Estudio 3: Aislamiento e identificacion de esporas
potencialmente alterantes de la bebida de almendras y evaluacion de la letalidad mediante

UHPH.
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Producto base de almendra con lecitina

Pasteurizacion UHPH
902C90 s 200 MPa 55 y 752C

Almacenamiento
21 diasadeC

Analisis
1,7,14y 21 dias

e A
alisi Analisis Fisicos-quimicos _ ..
. An;"f',s . q Andlisis quimicos
microbiologico Estabilidad fisica
- J
Bacteria aerobias mesodfilas ( pH )
Esporas aerobias mes&filas Color Perfil de compuestos
. volatiles
Enterobacterias Sedimentacién de sélidos

Bacillus cereus

Figura 2.4 Plan de trabajo del Estudio: valoracion de los tratamientos UHPH
seleccionados para producir un licuado o bebida de almendras de almacenamiento en

refrigeracion.

49



CAPITULO III: Materiales y Métodos
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3.1 Elaboracion de la bebida de almendra

Con el objetivo de minimizar la contaminacion de la bebida de almendra, antes de cada
tratamiento, todos los equipos utilizados se desinfectaron haciendo circular una mezcla
diluida al 0,1%, de un solucion con 20 % de 4cido peracético y peroxido de hidrogeno, en
una relacion de 10:1, respectivamente (P3-Oxonia Active, Ecolab Hispanic portuguese,

Barcelona, Spain), por 15 min a 30 °C.

Método A (Estudio 1). Se utilizo semilla de almendra molida (Marcona) proporcionada por
Nectina, S. A. (Ruidoms, Tarragona, Espafia) para preparar la bebida de almendra. El 4 %
(p/p) de almendra molida en agua a 80 °C se mezclo en un tanque, circulando en un molino
coloidal (E. Bachiller, B. S. A. Barcelona, Espafia), posteriormente la mezcla se filtr6 para
separar la fase liquida usando una malla de acero de 0.100 mm. La fase liquida fue
considerada como producto base (PBSL). Un procedimiento similar fue realizado para
obtener bebida de almendra con lecitina (PBCL), en la cual se agrego 0.03% (p/p) de
lecitina (ADM Non-GMO Soy Lecithin Product, Decatur, IL, Sabadell, Espaiia) al tanque,

durante el proceso de mezclado.

Método B (los demas estudios). Utilizando la misma variedad de almendra descrita en el
método A, la elaboracion de la bebida de almendra fue la misma con algunas
modificaciones que consistieron en disminuir la temperatura de lamezcla a 60 °C y se
definieron los tiempos tanto de mezclado (8 min) como de recirculaciéon (12 min). La

lecitina se agrego en la misma proporcion al inicio del mezclado.

3.1.1 Tratamientos de la bebida de almendra: UHPH, Pasteurizacion y UHT

Para la evaluacion del efecto de la UHPH en el licuado de almendra, se utilizaron dos
prototipos: el UHPH A para el estudio desarrollado en los capitulos 4.1, 4.2 y 4.4, y el
UHPH B en el estudio del capitulo 4.3.

UHPH A. Los tratamientos UHPH se realizaron con un homogeneizador de alta presion
(model FPG11300. Stansted Fluid Power Ltd., Essex, UK). El equipo trabaja a un caudal
del120 L/h, consta de dos intensificadores impulsados por una bomba hidraulica y una
valvula de alta presion de ceramica capaz de soportar 400 MPa. Las temperaturas de

entrada y salida de la bebida de almendra se controlaron mediante dos intercambiadores de
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calor (Garvia, Barcelona, Spain) colocados antes de la entrada al equipo UHPH y después
la valvula de alta presion, respectivamente. Mediante sondas se monitoriz6 la temperatura
de entrada, la temperatura después de la valvula de alta presion y la temperatura de salida y

la presion.

UHPH B. Homogeneizador de ultra alta presiéon Benchtop (model: FPG12500 Stansted
Fluid Power Ltd., UK). Este equipo trabaja a un caudal de 15 L/h, consta de dos
intensificadores, accionados por una bomba hidraulica, y una valvula ceramica de alta
presion capaz de soportar hasta 400 MPa. La temperatura inicial se controlé utilizando un
intercambiador incluido en un bafio de agua caliente localizado antes de la entrada a la
maquina y la temperatura final mediante otro intercambiador de calor, localizado después
de la valvula de alta presion. Mediante sondas, se monitorizaron la temperatura de entrada,
la temperatura después de la valvula de alta presion, la temperatura de salida y la presion.
Los tratamientos UHPH a 300 MPa y temperaturas de entrada a 55, 65, 75 y 85 °C se
aplicaron para determinar la letalidad del tratamiento sobre cepas de esporas de Bacillus en

la bebida de almendra.

Todas las muestras tratadas por UHPH se recogieron en recipientes estériles en condiciones

higiénicas en campana de flujo laminar.

Pasteurizacion. Este tratamiento se llevo a cabo en un cambiador de calor tubular de haces
multiples (Finamat heat exchanger, Model 6500/010. Gea Finnah Gmbh, Anhaus,
Alemania) a 90 °C, 15 s (Estudio 1) o 90 s (restantes estudios de esta tesis), previa

homogeneizacion a 18 MPa (LAB tipo: 22.51. Rannie, Denmark).

UHT. El producto base se homogeniz6 en dos etapas (18 y 4 MPa) en un homogeneizador
(Niro Soavi, Model X68P, Parma, Italia) previo al tratamiento UHT (142 °C, 6 s) equipado
con un sistema indirecto (6500/010. GEA Finnah Gmbh Ahaus, Germany).

3.1.2 Almacenamiento y conservacion de los licuados en todos los estudios o etapas

Los analisis microbiologicos se realizaron el mismo dia del tratamiento. Las muestras para
los andlisis de estabilidad fisica y pH se almacenaron en refrigeracion. Para el resto de
analisis, los licuados de almendra se congelaron a -20 °C o -80 °C hasta el momento del

analisis.
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En la estudio 4, las muestras se recogieron higiénicamente en 5 diferentes frascos (por
duplicado) de 100 mL, se conservaron a 4 °C y se realizaron los anélisis correspondientes

los dias: 1, 7, 14, 21 y 28.
3.2 Composicion quimica de la almendra y la bebida de almendra

El contenido de la grasa de la semilla de almendra y la bebida de almendra se determinaron
mediante extraccion acelerada de solventes con un equipo ASE 200 (Sunnyvale, USA).
Para semillas de almendra se utilizaron 2 g de almendra molida que fue mezclada con tierra
diatomeas. La mezcla se transfirié a una célula de extraccion de 11 mL. Se aplicaron 3
ciclos de 10 min a 105 °C y 1500 psi. Se utiliz6 éter de petroleo como disolvente con la
subsecuente evaporacion con nitrégeno. Para la bebida de almendra, se mezclaron 2 g de
muestra se con 1.1 g de tierra diatomea y 0,9 g de celita y se transfirieron a las células de
extraccion de 11 mL. Se aplicaron 3 ciclos de 1 min a 120 °C y 1500 psi. Como disolvente
se usd una mezcla de eter de petréleo y 2-propanol en una proporcion de 60:40 con la
subsecuente evaporacion con nitrégeno. El contenido de nitrégeno total se realizd en el
Estudio 1 usando el método Kjeldahl (IDF, 2002), y en el resto de estudios el método
Dumas (IDF, 2002). El contenido de humedad y las cenizas se analizaron segun el método
AOAC (2000). Los carbohidratos se estimaron por diferencia (Pearson, 1976) y el pH de
la bebida de almendra se midi6 usando un pHmetro Crison (modelo MicropH2001 Crison,

Barcelona, Spain). Todos los analisis se realizaron por triplicado.
3.3 Analisis microbiologicos

Este apartado se ha divido por una parte en los parametros relacionados con la calidad
microbiana del producto base y las bebidas de almendra tratadas, y por otra parte con el

estudio de inactivacion de las esporas inoculadas en bebida de almendra estéril.

3.3.1 Calidad microbioldgica

La calidad microbiolégica de la bebida de almendra se evalué mediante la enumeracion de
los siguientes microorganismos: recuento total de bacterias aerobias mesofilas en medio
PCA (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hamphire, UK) y se incub6 por 48 h a 30 °C; recuento de

esporas aerobias mesofilas para el que se realizo inicialmente un shock térmico a 80 °C por
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10 min, se enfrio rapidamente en hielo, y después se sembr6é en medio PCA (Oxoid) y se
incubd por 48 h a 30 °C; enterobacterias en medio glucosa-agar bilis de rojo violeta
(VRBG, Oxoid), incubadas a 37 °C durante 24 h; hongos y levaduras en medio de rosa de
bengala con cloramfenicol (Oxoid), incubadas a 25 °C por 5 dias; micrococaceas en medio
manitol salt-agar (MSA, Oxoid), incubadas a 30 °C por 3 dias; Bacillus cereus en medio de
Bacillus cereus brilliant (Oxoid) con adicion del suplemento selectivo para Bacillus cereus

(Oxo0id) e incubado a 30 °C por 48 h.

Prueba de esterilidad. Los frascos con 100 ml de bebida de almendra tratada por UHPH y

UHT se incubaron a 30 °C por 20 dias. Durante este periodo, se observo si presentaban
coagulacion y/o separacion de fases, realizando ademas el recuento de bacterias aerobias
mesofilas en medio PCA. Los analisis se realizaron por triplicado en cada uno de los

tratamientos aplicados.

3.3.2 Aislamiento, identificacion y seleccion de esporas UHPH resistentes

El aislamiento de colonias se realizd de las muestras de bebida de almendra tratadas a 200
MPa 75 °C y 300 MPa 55 °C, que tras su incubacion a 30 °C durante 20 dias mostraron
crecimiento bacteriano. Visualmente y en funcion de su morfologia, se seleccionaron de 1 a
5 colonias crecidas en el medio PCA, se sembraron en agar tripticasa soja (TSA) y se
incubaron a 30 °C por 24 h para su purificacion. De las colonias mas diferenciadas se
realizd de nuevo el aislamiento en el mismo medio, hasta conseguir la purificacion del
cultivo, conservandolas hasta su identificacion en tubos inclinados con TSA a 4 °C. Para su
identificacion se realizaron pruebas bioquimicas, utilizando un el test API 50 CHB
(bioMérieux, Marcy I’Etoile, Francia) y, tras seleccionar tres cepas diferenciadas se realizd
la identificacion genética. A partir de los cultivos puros obtenidos se procedié a la
extraccion del DNA con el kit comercial DNeasy Tissue and Blood (Qiagen, Valencia,
EEUU), siguiendo los protocolos especificados por el fabricante. Posteriormente, se realizé
la amplificacion de un fragmento de DNA del gen 16S rDNA mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), siguiendo la metodologia convencional. Tras la
amplificacion, el contenido de la PCR se visualizd en un gel de agarosa al 1% tras tincion
con bromuro de etidio. Finalmente, se realiz6 la captacion de las imagenes. Los productos

de PCR se secuenciaron (Macrogen Inc, Korea). Por ultimo, se analizaron las secuencias
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obtenidas utilizando el método Clustal de MegAlign con el paquete informatico
DNASTAR (DNAStar Inc., EEUU) y at the National Center for Biotechnology Information

y las bases de datos del National Center for Biotechnology Information.

3.3.3 Condiciones de esporulacion

La esporulacion de todos los grupos de bacterias seleccionados se realizaron siguiendo el
método estdndar UNE-EN-13704 (Anonimo. 2002). Se prepar6 una suspension de esporas
a partir de un cultivo en fase exponencial de las formas vegetativas en un caldo de glucosa-
triptona (TGB) (0,25 % de extracto de levadura; 0,5 % de triptona; 0,1 % de glucosa y pH
ajustado a 7,2). Entre 2-3 mL de este cultivo se adiciond ¢ a frascos Roux que contenian
agar de extracto de levadura-carne (MYA) (1% de extracto de carne; 0,2 % de extracto de
levadura; 0,004 % MnSO4-H,0; 1,5 % de agar y pH ajustado a 7,2) y se incub6 entre 8 y 10
dias a 30 °C hasta conseguir el 97 % de esporulacion, que se observd mediante microscopio
de contraste de fase. Las esporas se recuperaron con agua estéril realizandose 4 lavados
mediante centrifugacion a 10000 g por 20 min. Para inactivar las células vegetativas las
suspensiones se trataron a 75 °C durante 30 min. Finalmente, las esporas se almacenaron en
agua destilada estéril a 4 °C hasta su utilizacion, aunque previamente se realizé su recuento
en agar de levadura glucosa (GYA), (0,1 % de amino 4cidos cas sin vitaminas; 0,1 % de
almidoén soluble; 0,25 % de glucosa; extracto de levadura al 0,5 %; 0,01 de Fe SOy
0,00001 % de MnSO4-H,0; 1,5 % de agar y pH ajustado a 6,8) que se incub6 a 30 °C por
72 h.

3.3.4 Inoculacion y recuperacion de las esporas

Para el estudio de inoculacion se adicion6 entre 10 y 20 mL de la suspension de esporas
con un recuento entre 7 y 8 log ufg/mL en 1 litro de bebida de almendra con lecitina que
previamente se esterilizo a 120 °C 15 minutos. Tras la aplicacion de los tratamientos UHPH
a 300 MPa y con una temperatura de entrada de 55, 65, 75 y 75 °C se cuantifico el namero
de esporas utilizando el medio GYA que se incubd a 30 °C durante 72 h. La letalidad se
calcul6 por la diferencia entre el logaritmo de la cuenta de colonias de la muestra no tratada
(No) y las muestras tratadas por UHPH (300 MPa, 55, 65, 75 y 85 °C) (N), (log No — log
N). Ademas, de cada uno de los tratamientos se tomaron asépticamente 50 mL de bebida de

almendra tratada y se incubaron a 30 °C por 10 dias, para verificar la completa inactivacion
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de las esporas. Durante este periodo, se observd si habia crecimiento y si presentaban
coagulacion y/o separacion de fases. En este estudio se realizaron tres producciones de cada

microorganismo y de cada produccion se realizo analisis por triplicado.
3.4 Analisis de tamaiio de Particulas

La distribucion de tamafio de particulas se determind utilizando un difractometro laser
Beckman Coluter (Serie LS™13 320, Beckman Coulter Inc, Fullerton, EEUU) que permite
la medida del tamafio de particula en un intervalo entre 0,04 y 2000 um. Las muestras se
diluyeron en una proporcion 1:50 en agua destilada hasta para obtener una obscuracion
entre 2-7% en la celda de difraccion. Para calcular el tamafio de particula, se emple6 un
modelo 6ptico basado en la teoria de Mier sobre dispersion de particulas esféricas con las
siguientes condiciones: indice de refraccion real de la bebida de almendra 1.340, el
correspondiente al agua 1,332. La distribucion de tamafio de particulas se caracterizo a
través del diametro Sauter D3, (valor medio del tamafio de las particulas en términos de
superficie) y de los valores del parametro D43 (valor medio del tamafio de las particulas en

términos de volumen).
3.5 Sedimentacion de particulas solidas por centrifugacion

A las muestras se les adicion6 inicialmente un 0,04 % de azida sodica (NaN3) como
conservante. Para evaluar la sedimentacion de particulas sélidas se colocaron 30 g de
bebida de almendra en tubos plasticos flexibles (32 mm de diametro, 115 mm de largo) y se
sometieron a centrifugacion (1000 g, 45 min, 20 °C) en una centrifuga (Centrifuge Sigma
4K15, Postfch, Germany). Después de eliminar la fase liquida los tubos se pesaron y los
resultados se expresaron como % (p/p) de depdsitos solidos. La estabilidad fisica de la
bebida de almendra se midié en el dia uno y quince después del procesamiento en los
estudios 1 y 2. En el estudio 4, esta medida se realizo en los dias 1, 7, 14, 21 y 28, después

de realizar los tratamientos correspondientes. Los analisis se realizaron por triplicado.
3.6 Evaluacion del color

El color de las bebidas de almendra se determindé usando un colorimetro Hunter Lab

(MiniScan XE™, Hunter Associates Laboratory Inc., Reston, Virginia, USA). Se utiliz6 el
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iluminante Dgs con un dngulo de observacion de 10° usando un juego de anillo y disco para
liquidos translucidos colocados en cubeta de vidrio (Hunter Lab, 2008) que permitid
estandarizar el procedimiento de exposicion de la muestra para la medida. El conjunto se
cubrié con un capuchdén negro especialmente dispuesto por el fabricante para evitar la
transmision de luz ambiente a través de la muestra durante la medida. Se obtuvieron las
coordenadas de color CIElab, L* (luminosidad), a* (rojo-verde) y b* (azul-amarillo). Estas
coordenadas se utilizaron para calcular el tono, la pureza de color y la diferencia de color,
utilizando las siguientes formulas:

Tono

* b*
h* = arc tan —
a*

Pureza de color

Cr=a* +b*

Diferencia de color

AE (AE = VAL? + Aa? + Ab?).

3.7 Hidrofobicidad de las proteinas

La hidrofobicidad de las proteinas de las bebidas de almendra se midié6 usando como
reactivo 8-anilino-1-naftaleno de acido sulféonico (ANS) (Shimoyamada et al, 2008).
Previamente, las muestras (50 pL) de bebida de almendra fueron descongeladas en baio de
agua a 30 °C y se agitaron suavemente durante 20 segundos, se diluyeron con (50 uL) de
tampon fosfato 0,01 M (pH 7,0) y se mezclaron con 20 puL de solucion ANS (8 mM) y 4
mL del mismo tampdn. Las mezclas resultantes fueron sometidas a espectrometria de
fluorescencia (Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer, software: Cary Eclipse 1.1)
midiendo la emision a 420 nm tras la excitacion a 390 nm. Las mediciones se realizaron por
triplicado en todas las muestras. Este andlisis fue llevado a cabo el dia 1 después de la

produccion.
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3.8 Evaluacion de la oxidacion lipidica

3.8.1 Determinacion de la actividad lipooxigenasa (LOX)

La extraccion de la actividad LOX se realiz6 siguiendo el método descrito por Van der Ven
et al. (2005) con algunas modificaciones. Se depositaron 30 mL de bebida de almendra en
un tubo de polipropileno (3,2 mm de diametro y 115 mm de largo) para proceder a la
centrifugacion durante 60 min a 12000 g y 4 °C en una centrifuga (Centrifuge Sigma 4K15,

Postfch, Germany). El sobrenadante se utilizé para el analisis de la actividad enzimatica.

El ensayo de la actividad LOX se desarroll6 siguiendo el método descrito por Axerold et al.
(1981). La reaccion se realizo a 25 °C adicionando a una cubeta de cuarzo de 1,0 cm, 2,975
mL de tampon borato (pH 9), 0.025 mL de sustrato de linoleato de sodio 10 mM, y 0,030
mL del extracto de LOX (enzima), agitando la mezcla en cada adicion. La cubeta del
blanco no contenia el extracto enzimdtico LOX. Se realizo la lectura continua de la
absorbancia a 234 nm en el espectrofotometro (Cecil 900, RU). La actividad LOX se
expreso en unidades de actividad lipooxigenasas (UAL), que se definié como el cambio en

0,1 unidades de absorbancia por minuto del extracto enzimatico.

3.8.2 Determinacion del indice de hidroperodxidos

Los productos de la oxidacion primaria en la bebida de almendra se analizaron
determinando el contenido en hidroperdxidos por el método basado en la reaccion de
oxidacion del i6n ferroso a férrico por los hidroperoxidos en presencia de tiocianato de
amonio para producir tiocianato férrico, donde la absorbancia se detectdo a 500 nm, como
esta descrito por Ostdal et al., (2000) con algunas modificaciones. Se mezclaron 2 mLde
bebida de almendra, 2 mL de metanol y 4 mL de cloroformo, durante 30 s
aproximadamente. Después de centrifugar (Centrifuge Sigma 4K15, Postfch, Germany) a
12000 g, durante 10 min a 20 °C, se transfirio 1 mL de la fase cloroférmica a un tubo de
ensayo al que se le anadio 1 mL de tiocianato de hierro (II) preparado en una solucién de
metanol/cloroformo (1:1). La mezcla se dejo reaccionar durante 10 min a temperatura
ambiente, midiéndose la absorbancia a 500 nm. La curva de calibracion se prepard de
acuerdo con la metodologia descrita (IDF, 1991). La medida esta basada en la lectura

r . . . . . +
espectrofotométrica a 500 nm de una serie de diluciones que contienen Fe’ en
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cloroformo/metanol (70/30). Los datos se expresaron como meq de peroxido/mL de
muestra como se describié por Hornero-Méndez et al. (2001), en funcidon de la siguiente
ecuacion.

(As— Ab)
55.84x2xmxVs

meq /L =

Donde A4s es la absorbancia de la muestra, Ab es la absorbancia del blanco; 55,84 es el peso
atomico del Fe; 2 es el factor para convertir miliequivalentes (meq) de Fe a meq de
peréxido; m es la pendiente de la curva de calibracion del Fe’™; Vs es el volumen de
muestra en L. Debido a los bajos valores obtenidos en éste analisis, los resultados se

convirtieron a meq/ mL.

3.8.3 Determinacion del indice TBARS

La oxidacion secundaria se realizé siguiendo el procedimiento de Fenaille ef al. (2001). Se
adiciond en un tubo pirex 3 mL de muestra, 2,4 mL de 4cido tiobarbittrico (TBA) (Sigma
aldrich, St Louis, USA) al 1% en 4cido tricloroacético (Sigma aldrich, St Louis, USA) al 5
% y 2,4 mL de butilhidroxitolueno (Sigma aldrich, St Louis, USA) al 0,8 % en etanol. La
mezcla se centrifugd (Sigma Model 4K 15, Postfach, Germany) a 2700 g, durante 5 min, a
4 °C. El sobrenadante se filtr6 a través de papel Watman N° 1 recogiéndose en tubos que se
mantuvieron en bafo de agua a 70 °C durante 1 h. De la misma manera se prepard un

blanco sin adicionarle la muestra.

Después de enfriar los tubos bajo chorro de agua fria, se midi6 la absorbancia usando un
espectrofotoémetro CECIL 9000 (CECIL Instrument, Cambridge, United Kingdom). Se
obtuvo la tercera derivada del espectro de disoluciones de MDA-TBA, que fueron
registradas en el intervalo 400-650 nm a una velocidad de de 240 nm/min frente al blanco.
La medida de la altura de los picos se realizo a 521,5 nm. En este analisis, el reactivo TBA,
aparte de reaccionar con malonaldehido (MDA), reacciona con otras substancias como
cetonas, cetoésteres, acidos, proteinas oxidadas, etc., por lo que el ensayo se denomina
TBARS (analisis de las substancias que reaccionan con el TBA). La concentracion de estos
compuestos en las bebidas de almendra se determiné utilizando una curva de calibracion

externa con diferentes concentraciones de MDA (ug MDA/mL de bebida de almendra).
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La curva patron se prepard seglin el procedimiento de Botsoglou et al. (1994). Se pes6 72,2
pg de 1, 1, 3, 3-tetractoxipropano (TEP), que se vertieron en un tubo de ensayo, para
posteriormente diluirse con 10 mL de HCI 0,1 N. Se sumergi6 el tubo en agua a ebullicion

durante 2 min para hidrolizar el TEP.

Preparacion de la solucion madre de MDA (239 pg/mL). Se afor6 el TEP hidrolizado con
agua destilada a un volumen de 100 mL. A continuacicon, se transfiri6 1 mL de solucion
madre de MDA a un matraz y se aford con agua destilada a 100 mL, a partir de la cual se
prepar6 la solucion de trabajo de 2,39 pug/mL, con la que se realizaron diluciones para

preparar la curva patron.

3.8.4 Analisis del perfil de compuestos volatiles

Para la extraccion de la fraccidon volatil se utilizd el sistema de microextraccion en fase

solida (SPME) utilizando el método descrito por Pérez-Gonzalez et al. (2014).

SPME — Cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)

La fibra utilizada fue la 23GA Stablefex™ de 2 cm de largo y 50/30 pum
Divinylbenzene/Carboxen™/Polydimethylsiloxane =~ (DVB/CAR/PDMS)  (SUPELCO,
Belafonte, EEUU). La extraccion de los compuestos voldatiles se realizé con 2 mL de bebida
de almendra en niveles saturados de NaCl (0,8 g). Con una jeringa para gases Hamilton®
de 10 pL, se adicion6 a la muestra el 3 pL de 3,4-dimethylphenol (500 mg/L) que se utilizo
como estandar interno. Los viales se sellaron con un tapén de aluminio que contenia un
septum de silicona black Viton®. Las muestras se incubaron a una temperatura de 60 °C

durante 60 min en agitacion continua a 700 rpm para alcanzar el equilibrio.

Para la adsorcion de los volatiles, la fibra fue insertada en el vial a una longitud de 1,5 cm
en el vial atravesando la tapa de silicona y manteniéndola durante 60 min. Después de este
tiempo la fibra se retird6 del vial ajustdndola a 3 cm para proceder a inyectarla en el
cromatografo de gases. Después de cada inyeccion la fibra se limpi6 durante 10 min a 250

°C.

Identificacion de compuestos. El andlisis de cromatografia de gases de los compuestos

absorbidos en la fibra (GC-MS) se realiz6 con una columna capilar de 60 m x 0.251 mm de
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didametro interno con una capa de espesor de 0,25 um (J & W HP-INNOWAX). La
identificacion de los volatiles de la bebida de almendra se obtuvo utilizando un
cromatografo de gases Agilent 6890 acoplado con un detector selectivo de masa (Agilent
Technologies, PA, CA). La desorcion se los volatiles de la fibra se realizo a 250 °C durante
3 min trabajando con el inyector en modo splitless. Se utilizo helio como gas de transporte
a una velocidad de 25,.641 cm/s. La temperatura inicial del horno fue de 40 °C durante 5
min, la rampa de temperaturas fue de 10 °C/min hasta alcanzar 220 °C, manteniendo esta
ultima temperatura durante 10 min. La identificacion de los compuestos volatiles se realizo
por comparacion de: (1) los espectros de masa de los picos en tiempo y retencion con las
bibliotecas McLafferty (2000); (2) calculo del indice de retencion de Kovats de los
compuestos encontrados en la literatura, y, (3) disponibilidad de los estdndares quimicos.

La cuantificacion se realizdé mediante la utilizacion de un estandar interno.
3.9 Analisis estadistico

Todos los resultados son la media de tres producciones individuales de bebida de almendras
realizadas en la planta piloto. Cada anélisis fue realizado por triplicado, excepto en la
determinacion de volatiles en donde se determind la media de dos producciones, por

duplicado.

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 a través del analisis de varianza
(ANOVA) y el método de Student’s-Newman-Keuls para comparaciéon de medias,

utilizando el paquete estadistico SAS 9, 1. 3.

Las diferencias de todos los andlisis estadisticos, fueron consideradas significativas con p <

0,05.
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CAPITULO 1V: Resultados y Discusion
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4.1 Optimizacion de la elaboracion de un licuado de almendra

4.1.1 Composicion quimica

En la produccion de la bebida de almendra, se utiliz6 almendra cruda molida al 4% para
alcanzar valores de composicion del licuado similares a las que cominmente se encuentran
en el mercado. La composicion (% p/p) de la almendra cruda fue la siguiente: 94.95 + 0,21
de extracto seco total; 20.39 + 0.23 de proteina; 56.76 + 0.98 de lipidos totales; 5.03 = 0.08
de cenizas y 12.73 £ 0.05 de carbohidatros calculados por diferencia de los otros
componentes. Estos resultados obtenidos fueron similares a los reportados por Agumbiade
et al, (2006). Los valores promedio de composicion de los licuados de almendra se

muestran en la Tabla 4.1.

En este estudio de optimizacion, los licuados de almendra, fueron elaborados con la adicion
de lecitina (0.03%) y sin lecitina, obteniendo un total de cuatro licuados de almendra que
correspondieron a: un producto base crudo con lecitina (PBCL), un producto base crudo sin
lecitina (PBSL), un producto pasteurizado (90 °C, 15 s) con lecitina (PACL) y un producto
pasteurizado sin lecitina (PASL). La lecitina se agregd con el propdsito de valorar su
funcionalidad como emulgente para mejorar la estabilidad en la bebida de almendra, dado
que el bajo contenido de proteina en el licuado (aproximadamente 1%) podria comprometer
la estabilidad de la emulsion a medio y largo plazo. La lecitina actia como emulsionante,
mejorando la estabilidad al reducir la tension interfacial de aceite-agua y al formar una capa

protectora alrededor de las gotas de grasa (Guzey y McClements, 2006a).

Tabla 4.1. Valores medios (% p/p + desviacion estandar) de la composicion quimica de

licuados de almendra.

PBSL PBCL PASL PACL
Materia seca 3.51+0.22° 3.88 +0.04° 336 +0.15° 3.54+0.05°
Lipidos 1.82 +0.11° 2.19+0.18° 1.06 +0.13¢ 1.49 £0.19°
Proteina 0.90 +0.01° 0.93 +0.01° 0.80 + 0.04° 0.87 + 0.02°
Cenizas 0.11+0.01° 0.20 +0.01° 0.09 + 0.02° 0.17+0.01°
Glicidos 0.68 + 0.03° 0.56 +0.01¢ 1.41 +0.02° 1.01 +0.05°

a-c Los valores con diferentes letra en la misma fila son significativamente diferentes, p <

0.05.

PBSL, PBCL, PASL y PACL (Producto base sin lecitina, producto base con lecitina,
producto pasteurizado sin lecitina y producto pasteurizado con lecitina, respectivamente).
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Como se puede observar en la tabla anterior, la adicion de lecitina afectd en la composicion
quimica de la bebida de almendra, especificamente aumento el contenido de grasa, proteina
y cenizas y, en consecuencia, se produjo un incremento en los valores del contenido de
materia seca. Estos resultados observados fueron similares a los obtenidos por Abbassy et
al., (2004). Los valores obtenidos se pueden explicar debido a que la lecitina contiene un
grupo colina por molécula (CsH4N), por lo que los resultados son congruentes con el ligero
incremento observado en el analisis de proteina, debido al método analitico de
determinacion basado en la cuantificacion de nitrogeno. En relacion al incremento del
contenido lipidico en los licuados con lecitina, cabe mencionar que la lecitina es extraida
por los disolventes organicos utilizados junto con el resto de componentes lipidicos en el
analisis del contenido en materia grasa. Por otra parte, también se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) en el contenido de lipidos y proteinas en los licuados tratados
térmicamente, presentando éstos siempre valores mas bajos. Probablemente estos
resultados se debieron a la manipulacién del producto durante su procesado. El menor
contenido en grasa puede ser debido a que previamente al proceso de pasteurizacion se
produjo un cierto grado de cremado en el tanque de mezcla. Por otra parte, el menor
contenido en proteina puede deberse a una insolubilizacion parcial de la proteina que
quedaria retenida en el residuo filtrado durante la preparacion previa del licuado

pasteurizador.

4.1.2 Analisis microbioldgicos

Los analisis microbiologicos, permitieron establecer la calidad higiénica, tanto del producto
crudo como del producto pasteurizado para continuar con los posteriores objetivos de la

tesis de estudio del efecto de la UHPH.

Los productos de almendra habitualmente estin muy contaminados, especialmente por
microrganismos de los géneros Enterobacteriaceae, Micrococaceae'y Bacillaceae (La Rosa
et al., 2000), y asi se refleja en los resultados del licuado de almendras sin pasteurizar

(Table 4.2).

En la tabla 4.2, se muestra el efecto de la pasteurizacion en la reduccion de la poblacion
microbiana, que fue en el caso de los microorganismos aerobios mesoéfilos de de 2.22 y

2.40 log ufc/mL en PASL y PACL, respectivamente, quedando constituida la microbiota de

64



los productos pasteurizados por bacterias esporuladas, incluyendo a B.cereus, cuyo
recuento también disminuy6 por efecto de la temperatura alrededor de 1.7-1.8 unidades
logaritmicas. Su persistencia se explica por su elevada resistencia a la exposicion de
temperaturas altas (Presctt, 1993). Sin embargo, en el caso de las enterobacterias y de los
hongos y levaduras el tratamiento de pasteurizacion en ambos licuados fue efectivo, con
recuentos por debajo del limite de deteccion. En otras investigaciones realizadas con
almendra, ya se determind la efectividad de aplicar altas temperaturas tiempos cortos en la
reduccion de 5 unidades logaritimicas, en un mirrorganismo frecuentemente aislado en este
alimento, Salmonella Enteritidis PT30 (La Rosa et al., 2000), asi como las esporas fungicas

de Aspergillus flavus (Faid et al., 1995).

Tabla 4.2. Recuentos microbianos (log ufc/mL) de las bebidas de almendra

Recuentos Esporas  Hongosy Enterobcaterias Micrococos Bacillus
aerobios aerobias levaduras cereus

mesoéfilas  meséfilas

PBSL 6.98+0.02 5.94+0.02  6.80+0.04 6.95+0.04 6.30+£0.06  5.66+0.04
PASL 4.76+0.01 3.63+0.06 ND* ND* 3.66+0.04  3.81+0.04
Reduccion 2,22 2.31 6.80 6.85 3.64 1.85
PBCL 6.9+0.09 3.31£0.05  3.09+0.10 4.10+0.04 5.31£0.05  5.17+0.09
PACL 3.89+£0.02  2.34+0.04 ND?* ND* 2.18+0.12  3.44+0.21
Reducciéon 2.40 0.97 3.09 4.10 3.13 1.73

ND: No detectada

PBSL, PASL, PBCL y PACL (Producto base sin lecitina, producto pasteurizado sin
lecitina, Producto base con lecitina y Producto pasteurizado con lecitina.

4.1.3 Estabilidad fisica

La estabilidad fisica de las bebidas de almendra se determind en porcentaje (p/p) del total
de los solidos sedimentados después de centrifugar las muestras, las cuales se almacenaron
previamente a 37 y 4 °C, con un conservante, la azida sodica, para prevenir la coagulacion
del producto durante el almacenamiento. Las determinaciones fueron realizadas los dias 2 y

7 después del tratamiento. Valores altos de éste parametro indican una baja estabilidad
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como resultado de la sedimentacion de particulas, ademas la percepcion sensorial granulosa

afecta negativamente la calidad del producto.

Después de 7 dias de almacenamiento de las muestras, aquellas sin lecitina (PBSL y
PASL), tanto a 37 como a 4 °C, presentaron sedimentacion espontanea (Tabla 4.3),
mientras que los licuados con lecitina se mantuvieron en buen estado de dispersion. En
general, los licuados de almendra no pasteurizados sin lecitina (PBSL) mostraron valores
mas elevados de soélidos sedimentados que el resto de licuados. Por un lado se aprecio que
el proceso de pasteurizacion en la que hay una homogeneizacién previa, mejord la
estabilidad del licuado, aumentando ésta cuando se adiciond lecitina, probablemente por el
aumento de la dispersion de las particulas como consecuencia de una mejor humectabilidad
de las particulas hidrofobicas de la almendra. En relacion al efecto de la temperatura de
almacenamiento a 4 y 37 °C se observo que los licuados almacenados a 4 °C mostraron una
mayor estabilidad que aquellos almacenados a 37 °C, tanto visualmente como en los valores

obtenidos tras la centrifugacion.

La lecitina facilit6 la formacion de emulsiones y mejoré su estabilidad al reducir la tension
interfacial entre aceite-agua y al formar una capa protectora alrededor de las gotas de grasa

y de las particulas hidrofobicas procedentes de la molienda de la almendra.

Tabla 4.3. Valores medios de los sélidos sedimentados (% p/p +DE) de las bebidas de
almendra.

Temperatura Tratamiento PBSL PBCL PASL PACL
Dia 2 54.16£0.18"  39.94+0.05"  35.45+0.20°  33.79+0.09°
37°C
Dia 7 51.1940.21*  37.57+0.06"  33.89+0.19°  31.8440.14
Dia 2 48.32+0.55*  30.75+0.07°  33.23+0.11°  27.78+0.10°
4°C
Dia 7 46.78+0.18" 30.20+0.32° 32.12+0.12° 25.54+0.22°

a-c: Las letras diferentes en los superindices de las columnas indican diferencias

significativas (p < 0.05).

PBSL, PASL, PBCL y PACL (Producto base sin lecitina, producto pasteurizado sin
lecitina, Producto base con lecitina y Producto pasteurizado con lecitina.
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4.1.4 Evaluacion de la oxidacion lipidica

La bebida de almendra contiene acidos grasaos poliinsaturados, principalmente acido
linoleico y linolénico, que son susceptibles a la oxidacion (Davies y Dean, 1997). A través
de la formacion de radicales libres se forman productos intermedios, como los
hidroperdxidos que son inestables y evolucionan a productos volatiles como aldehidos,

acidos, alcoholes y cetonas que deterioran el aroma de los alimentos.

El desarrollo de este proceso degradativo depende de la composicion de acidos grasos, pero
también de factores externos tales como la exposicion a la luz, temperatura, oxigeno, iones
de metales de transicion y la presencia de compuestos pro o antioxidantes que son
necesarios para la iniciacion de la reaccion (Nielsen ef al., 2002). Asimismo, la oxidacion
se puede llevar a cabo por via enzimatica a través de la lipooxidasa (LOX). Esta puede
promover la peroxidacion lipidica lenta (Pongette y Zimmerman 1995), especialmente

durante la molturacion del grano en el proceso de elaboracion (Wilkens et al., 1967).

La aplicacion del tratamiento de pasteurizacion fue suficiente para inactivar el enzima
LOX, ya que no se detectd actividad alguna en los licuados (Tabla 4.4). Este resultado
coincide con las observaciones de Wang et al., (2008) quienes determinaron que si en el
procesado de la bebida de soja, el grano se moltura tras su ebulliciéon durante 10 min, se

forman cantidades muy bajas de productos de la oxidacion.

A pesar de la inactivacion de LOX, se formaron hidroperdxidos (oxidacion primaria) y
productos secundarios (especies reactivas al TBA) en las bebidas de almendra
pasteurizadas (Tabla 4.4). Esto se puede deber a otros catalizadores de la oxidacion,
especialmente la temperatura pero también el oxigeno, luz etc. que intervendrian como
iniciadores durante el procesado de las bebidas de almendra. Sin embargo, los valores
correspondientes a la concentracion de productos de la oxidacion fueron muy reducidos,
probablemente porque la almendra contiene sustancias antioxidantes en su composicion

que ayudarian a minimizar la oxidacioén lipidica.

En la bibliografia no se han encontrado referencias relacionadas con la oxidacion de
productos obtenidos a base de almendra. En otros alimentos tales como embutidos curados,
jamon seco salado, chorizo y queso el margen aceptable de oxidacion lipidica es de 0,1-0,3

mg malonaldehido/Kg (Chizzoloni ef al., 1998); en carne de cerdo (chuletas de cerdo,

67



higado, salchichas y bacon), se detecta rancidez a niveles de MDA de 0,50 mg/Kg (Sheard
et al., 2000), mientras que en alimentos con tendencia a la oxidacion extrema, como el
pescado azul, los valores no deben exceder los 4 mg MDA/Kg para poder ser aceptados
(Bello-Rivas y Gill 1992). Los valores obtenidos de MDA, en la presente investigacion, son
muy reducidos en relacion a los productos anteriormente. Ello se podria explicar, en primer
lugar, por la diferencia en el contenido de materia grasa, y en segundo lugar porque la
mayoria de los acidos grasos que contiene la bebida de almendra son acidos grasos
monoinsaturados, pudiendo considerar que los niveles de oxidacion de la bebida de

almendra son aceptables.

Tabla 4.4. Valores promedio de los parametros de oxidacion de la bebida de almendra.

Parametros de PBSL PBCL PASL PACL
oxidacion

LOX (U/L)* 0.02° 0.02° ND* ND*

TBA (0.05x 10%)*  (1.0x 10®° (2.0x 10%° (1.0x 10%°
(mg MDA/Kg)

Hidroperéxidos  0.125 0.118" 0.096° 0.046"

a-d. Las letras diferentes en los superindices de las columnas indican diferencias
significativas (p < 0.05).

PBSL, PASL, PBCL y PACL (Producto base sin lecitina, producto pasteurizado sin
lecitina, Producto base con lecitina y Producto pasteurizado con lecitina.

*Indica la actividad del enzima lipooxigenasa.
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4.2 Estudio de las condiciones de tratamiento UHPH en las caracteristicas de

licuados de almendra

4.2.1 Composicion quimica de la almendra y del licuado

La composicion (valores medios en % (p/p)) de la almendra de la variedad Marcona,
utilizada en este estudio fue la siguiente: 94.95 + 0.21 de extracto seco; 20.39 £+ 0.23 de
proteina; 56.76 = 0.98 de grasa; 5.03 + 0.08 de cenizas y 12.73 + 0.05 de carbohidratos.
Estos datos fueron similares a los obtenidos por Asalanta et al. (2005) y Monoghan (2008).
Sin embargo, en la bibliografia se pueden encontrar valores de composicion
significativamente diferentes, tales como los publicados por Agumbiade et al. (2006). La
gran variabilidad de composicion de las almendras puede ser debida a la diferente variedad,

asi como al periodo y condiciones de cosecha y zona geografica.

Por otra parte, se determin6 la composicion quimica de las bebidas de almendra (con y sin
lecitina) obtenidas mediante los diferentes tratamientos aplicados en esta etapa (producto
base crudo (PB), (PB), pasteurizado (PA), esterilizado (UHT) y diversos tratamientos
UHPH (200 y 300 MPa, a 55, 65 y 75 °C). Los resultados, se expresaron en porcentaje
(p/p) y el valor medio de composicion fue el siguiente: 3.04+0.01 de extracto seco;
1.85+0.11 de grasa; 1.09+£0.06 de proteina; 0.10+0.01 de cenizas y 0.02+0.08 de
carbohidratos. No se encontraron diferencias significativas entre las muestras de bebida de
almendra con y sin lecitina, ni tampoco en los diferentes tratamientos realizados. Sin
embargo, se observo un ligero aumento en la cantidad, tanto de proteina como de lipidos en

las muestras que contenian lecitina, tal como se menciono en el capitulo anterior.

Por otra parte, se determin6 el valor medio de pH que fue 7.2+0.03, correspondiente a las
muestras PB las muestras tratadas térmicamente de manera convencional y las tratadas por
UHPH. No se observaron diferencias significativas en los valores pH entre los tratamientos
aplicados. Este pH encontrado en las bebidas vegetales, puede favorecer el crecimiento de
una amplia gama de microorganismos si el tratamiento aplicado no produce una

inactivacion suficiente.
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4.2.2 Efecto de los diferentes tratamientos sobre los microorganismos

A las muestras de bebida de almendra de todos los tratamientos que se aplicaron en esta
investigacion, se les realizaron andlisis microbioldgicos para determinar la concentracion
de la microbiota de esta bebida vegetal y analizar los diferentes tratamientos empleados. En
especifico se analiz6 el recuenrto total de bacterias, esporas, micrococos, enterobacterias,

hongos y levaduras y Bacillus cereus.

Los resultados microbiologicos que se obtuvieron en la bebida de almendra (una parte
agregandole lecitina y otra sin lecitina) no fueron significativamente diferentes (p > 0.05)
(datos no mostrados). Los microorganismos como Enterobacteriaceae y Micrococcaceae
asi como los hongos y levaduras se detectaron solo en la produccion base, obteniendo los
siguientes resultados 3.66+0.40; 2.94+0.28. y 3.6 = 1.11 log ufc/mL, respectivamente; los
tratamientos térmicos convencionales y los tratamientos UHPH, fueron suficientes para
eliminar los mencionados microorganismos, con un nivel de detecciéon de -0.5 log ufc/mL.
Durante el tratamiento de UHPH se observd un incremento de temperatura como
consecuencia de un calentamiento adiabatico generado en el equipo principalmente por la
turbulencia, cizallamiento y fuerzas de cavitacion que el fluido sufrié en la valvula de
homogeneizacion (Tabla 4.5), asi que probablemente la temperatura fue el factor mas
importante por lo cual se produjo la muerte de estos microorganismos. Previamente, en
otros estudios (Cruz et al., 2007; Pereda et al., 2007; Velazquez-Estrada et al., 2012) en
leche de soja, leche y jugo de naranja, mostraron respectivamente, una alta susceptibilidad a
microorganismos como FEnterobacteriaceae, hongos y levaduras después de que se
aplicaron tratamientos con presion igual o mayor a 200 MPa, en las diferentes muestras de
alimentos con temperaturas iniciales entre 10 y 40 °C. Estas temperaturas se incrementaron

en la valvula de presion, hasta alcanzar valores de 68 y 103 °C, respectivamente.
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Tabla 4.5. Registros de las temperaturas de las bebidas de almendra durante el

procesamiento UHPH.
Tratamiento Ti Tv Tf
200 MPa/55 °C 55.8+1.0 103.5+0.9 28.6+2.1
200 MPa/65 °C 64.9+0.5 109.7£3.9 31.745.5
200 MPa/75 °C 75.94+0.1 114.3£7.2 31.3£3.2
300 MPa/55 °C 56.240.9 124.3+7.5 29.6+1.8
300 MPa/65 °C 65.7+£0.8 127.7£9.7 28.7£2.9
300 MPa/75 °C 76.3+0.3 129.3+£12.6 31.442.9

Ti = Temperatura de entrada; Tv = temperatura después de la valvula de alta presion; Tf =

temperatura final.

En general, los tratamientos de UHPH a 200 y 300 MPa fueron mas eficaces que la
pasteurizacion frente a todos los microorganismos estudiados. En la Tabla 4.6, se puede
observar que los tratamientos UHT, UHPH (200 MPa, 75 °C) y UHPH (300 MPa, 55, 65y
75 °C), presentaron una completa inactivacion, y, por tanto, mejor calidad microbiolégica
que el resto de los tratamientos. Las muestras pasteurizadas y las tratadas por UHPH (200
MPa, 55 °C), exhibieron resultados microbiologicos similares (p > 0.05). De acuerdo a
algunos autores, Thiebaud et al. (2003) y Hayes et al. (2005) en leche, y Cruz et al. (2007)
y Poliseli-Scopel ef al. (2012) en leche de soja, éstos obtuvieron una reduccion en el
recento de microorganismos que fue dependiente de la presion y temperatura de entrada,
mostrando una mejor inactivacion cuando aumento tanto la presion como la temperatura
inicial, especialmente cuando las muestras se trataron a 200 MPa. Por otra parte, Pereda et
al., (2007), no observaron diferencias significativas entre las muestras de leche tratadas por
UHPH a 200 y 300 MPa con temperaturas iniciales de 30 y 40 °C, cuando los analisis se
realizaron inmediatamente después de aplicar los tratamientos. De cualquier modo, ellos
concluyeron que la leche tratada a 300 MPa con temperatura de entrada de 30 °C (Tv 97 °C
por <1 s) tuvieron similar o mejor calidad microbioldgica durante el almacenamiento que la

leche tratada por pasteurizacion (90 °C, 15 s).
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Tabla 4.6. Poblacion microbiana (log ufc/mL + desviacion estandar) de producto base y

bebidas de almendras después de aplicar los tratamientos.

Tratamiento Bacterias aerobias mesofilas Esporas mesofilas B. cereus
Producto base 4.54+0.33" 4.00+0.60° 3.00+0.42°
Pasteurizado 4.12+0.49° 3.54+0.46% 2.89+0.79°
UHT ND ND ND
200 MPa. 55 °C 3.56+0.61% 3.2240.28% 2.55+0.96°
200 MPa. 65 °C 2.85+0.66" 1.54+0.54° 0.88+0.27°
200 MPa. 75 °C ND ND ND
300 MPa. 55 °C ND ND ND
300 MPa. 65 °C ND ND ND
300 MPa. 75 °C ND ND ND

a-b: diferentes letras en la misma columna indican que existen diferencias significativas (p < 0.05).

ND: No detectadas (deteccion limite -0.5 log ufc/mL).

El tratamiento térmico convencional (PA) de la bebida de almendra no presentd diferencia
significativa, cuando se comparo con el tratamiento UHPH (200 MPa, 55 °C). Sin embargo,
los tratamientos UHPH (200 MPa, 65 y 75 °C), exhibieron una disminucion significativa (p
< 0.05) comparado con PA. No obstante, se obtuvo una mayor reduccion y en la mayoria de
los casos la inactivacion total de los microorganismos, cuando se increment6 la temperatura

inicial y la presion en los tratamientos UHPH (300 MPa, 55, 65y 75 °C).

Sin embargo, después de incubar la bebida de almendra por 20 d a 30 °C para la prueba de
esterilidad, se observo que solamente las muestras de UHT y aquellas tratadas a 300 MPa
con temperaturas de entrada de 65 y 75 °C se mantuvieron estériles. Los tratamientos
UHPH en estas condiciones y usando el sistema descrito en este estudio provocod la
generacion de calentamiento adiabatico alcanzando temperaturas alrededor de 129 °C (en la
valvula de presion) por menos de 1 s (Tabla 4.5), la cual actué en combinacion con fuerzas
fisicas como cizallamiento, cavitacion e impacto, dando como resultado la destruccion
microbiana de las células vegetativas indigenas y esporas. Datos similares se obtuvieron

por Poliseli-Scopel et al., (2012) en muestras de leche de soja que la trataron en las mismas
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condiciones. En contraste, Cruz et al., (2007) y Pereda et al., (2007), a pesar de haber
obtenido una reduccion significativa de bacterias mesofilas totales en leche de soja y leche,
respectivamente, detectaron que las esporas bacterianas no se eliminaron completamente
por tratamientos UHPH con temperatura de entrada de 30 o 40 °C a 300 MPa. Los
resultados observados en el recuento microbiano por los anteriores autores son diferentes a
los encontrados en el presente estudio. Estas diferencias observadas pueden ser explicadas
por los efectos causados por las temperaturas maximas alcanzadas en la valvula de presion,
durante el tratamiento UHPH (Tabla 4.5), ademas de que son bebidas de composicion

quimicas y caracteristica fisico-quimicas diferentes.

4.2.3 Efecto de la UHPH en la estabilidad fisica de las bebidas de almendra
4.2.3.1 Tamaiio de particula

Las bebidas de almendra son dispersiones complejas con diferentes estructuras coloidales
en la fase dispersa, cuyo tamafno de particula puede corresponder a gotas de aceite
emulsionadas y particulas solidas en suspension procedentes de la molienda de la almendra,
asi como por agregados de proteina y otros agregados complejos formados por globulos
grasos y proteinas. Las curvas de distribucion de tamafios de particula de la bebida de
almendra fueron determinadas por dispersion laser, con un equipo que permite detectar
tamafios de particula entre 400 nm y 2000 pm. El analisis de tamafio de particulas, se
realiz6 examinando las curvas de distribucion y a través de los pardmetros D3, y Daj3, los
cuales son el diametro promedio de particulas en base a la superficie y al volumen de

particulas respectivamente.

Las curvas de distribucion de tamafio de particula de la bebida de almendra sin emulgente
(AM), (Figura 4.1) mostraron en la mayoria de las muestras una distribucion polidispersa,
con diferentes picos correspondientes a diferentes grupos de particulas con un tamafio
delimitado por los extremos de la curva correspondiente. La unica excepcion que se
observo fue en PB, que mostr6 una distribucion monomodal, aunque en un amplio intérvalo

de tamafios de particula.
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Figura 4.1. Curvas de distribucion de tamafio de particulas en las bebidas de almendra sin

lecitina (PB, producto base; PA, Pasteurizacion; UHT, ultra alta temperatura).

De los valores medios D3, (Tabla 4.7) de las bebidas AM, se observd que las muestras
tratadas por UHPH mostraron una disminucion significativamente considerable en los
valores de este pardmetro comparados con los obtenidos por homogeneizacion
convencional como PA y UHT, ademas de PB. Por otra parte, los elevados valores que se
obtuvieron en D43 son caracteristicos de muestras que exhibieron un pico que corresponde
a altos valores en las curvas de distribucién de tamafio de particula. Estos valores (Da.3),
generalmente estan asociados a la presencia de agregados de particulas o gotas grandes de
grasa como consecuencia de fenomenos de coalescencia (Thiebaud et al, 2003). Sin
embargo, los datos elevados de D43 en la bebida AM, no muestran diferencia significativa
en ninguno de los tratamientos aplicados, excepto en PB, que presentd un valor
significativamente inferior comparado con los demds tratamientos. Estas observaciones,
apuntaron la poca estabilidad potencial de la bebida de almendra, que puede ser asociada a
un valor bajo en la relacion de contenidos entre proteina y grasa y/o al gran aumento de

superficie de las gotas de aceite generadas en el tratamiento UHPH.
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Tabla 4.7. Valores medios + desviacion estandar de tamafio de particulas (um) y
sedimentacion de solidos (% p/p) por centrifugacion después de un dia de tratamiento de las

bebidas de almendra sin lecitina (AM).

Distribucion de tamafio de particula

Tratamiento AM Sedimentacion de solidos
D3.2 D4_3
Producto base 1.40+0.30° 3.60+0.80° 3.90+0.90°
Pasteurizado 0.81+0.05° 7.90+0.60° 5.10+0.60°
UHT 0.84+0.04° 8.80+0.90%° 5.10+0.20°
200MPa. 55°C 0.29+0.05% 9.10+0.30" 1.40+0.20°
200MPa. 65°C 0.36+0.01¢ 7.10+0.80° 1.40+0.40°
200MPa. 75°C 0.32+0.04% 6.90+0.90° 1.40+0.40°
300MPa. 55°C 0.26+0.02¢ 7.10+0.80° 1.10+0.30°
300MPa. 65°C 0.35+0.01¢ 7.70+0.70° 1.40+0.50¢
300MPa. 75°C 0.63+0.01° 9.30+0.90% 1.40+0.40°

a-d: diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (P < 0.05) entre los
tratamientos.

D;, Diametro medio en base a la superficie. D4; Diametro medio en base al volumen.

Las bebidas de almendra en este estudio presentaron una relacion proteina-grasa de
alrededor de 0.58 con lo cual la proteina existente probablemente no fue suficiente para
cubrir las gotas de aceite generadas por los tratamientos UHPH. En estudios anteriores
llevados a cabo en leche de soja tratada por UHPH (Cruz et al., 2007; Poliseli-Scopel et al.,
2012) La relacion de proteina/grasa fue de alrededor de 2, lo cual produjo una emulsion
muy estable con valores Ds, inferiores de 0.15 um. De hecho, debido al perfil de
composicion quimica de la semilla de almendra, se intuyd que podrian encontrarse

problemas de estabilidad, los cuales fueron confirmados, tal como se ha mencionado.

En la mayoria de los casos, y especialmente en los tratamientos UHPH, las curvas de
distribucion de tamafio de particula de la bebida de almendra con lecitina (AML, Figura
4.2.) mostraron una distribucion monomodal. Las muestras PB, UHT y en menor medida
las PA, mostraron un pico con valores elevados de diametro de particulas, los cuales

estuvieron en concordancia, con los valores de D43 Se puede observar en la tabla 4.8 que
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PB mostro los valores mas altos de D;, sin exhibir diferencias significativas cuendo se
compararon con los resultados de los tratamientos térmicos convencionales. Cabe destacar,
que los tratamientos UHT y PA tuvieron valores similares de este pardmetro, los cuales

estan en concordancia a la homogeneizacion convencional que se aplico.

Los tratamientos UHPH de AML (Figura 4.2) fueron caracterizados por un pico, con
diametro entre 0.04 y 2 pum, y represento el 91 % del volumen total de particulas. Las
muestras AML tratadas por UHPH,presurizadas a 200 y 300 MPa, no presentaron grandes
diferencias en la distribucion del tamafo de particula en ninguna de las temperaturas
iniciales empleadas. En las muestras tratadas por PA, se observo un pico grande con
diametro entre 0.01 y 4 um y volumen total de particulas del 58 %. Sin embargo, UHT
mostro dos picos, uno de menor volumen total (33 %) y amplios margenes de didmetro de
particula (0.04 a 3) y otro de mayor volumen total (66 %) y con diametro de particula entre
3 y 30 um. Esto puede ser debido a que en las muestras tratadas por UHT al emplear altas
temperaturas con tiempos de residencia relativamente largos (comparados con los tiempos
de UHPH), se pudo haber favorecido la agregacion parcial de proteinas y ademads en la
homogeneizacion correspondiente a UHT, la presion aplicada no fue suficiente para
dispersar agregados formados, por lo que se obtuvieron margenes mas amplios en los

didmetros de particula comparados con los observados por PA y UHPH.

Se puede observar en la Tabla 4.8, que PB mostr6 los valores mas grandes de Dsj,,
comparado con los obtenidos en las muestras tratadas por PA y UHPH, sin exhibir
diferencias significativas cuando se compararon con los resultados de los tratamientos
térmicos convencionales. Cabe destacar, que los tratamientos UHT y PA tuvieron valores
similares de este parametro, los cuales estan en concordancia a la homogeneizacion

convencional que se aplico.

76



Volume %

400

Particle Diameter

—PB =—=—PA ===UHT — -200MPa,65°C --:--- 300 MPa, 65°C

Figura 4.2. Curvas de distribucion de tamafio de la bebida de almendra con lecitina (PB,
producto base; PA, Pasteurizacion; UHT, ultra alta temperatura).

Los tratamientos UHPH tuvieron un efecto significativo sobre el tamafo de particula,
causando una gran reduccion en comparacion con las muestras tratadas de manera
convencional. No obstante, al incrementarse la presion de 200 a 300 MPa, no hubo una
reduccion adicional significativa en ninguna de la muestras AML. El efecto de la
temperatura de entrada del productoen los tratamientos UHPH no mostr6 diferencias
significativas (p > 0.05). Pereda et al. (2007) y Hayes et al. (2005) en leche y Cruz et al.
(2007) y Poliseli-Scopel et al. (2012) en bebida de soja, obtuvieron valores mayores de
D43, cuando trataron las muestras por UHPH a 300 MPa que cuando aplicaron presiones de
200 MPa. Estos autores mencionaron que la UHPH promovidé una agregacion parcial de
globulos grasos a presiones mayores que 250 MPa, probablemente debido a la
desnaturalizacion parcial de las proteinas causada por las condiciones de alta presion. Sin
embargo, este efecto no se observo en el presente estudio y es consistente con la diferente
composicion quimica de las bebidas de almendra comparada con la leche o la bebida de
soja. El menor contenido proteico de las bebidas de almendra puede hacer limitado la

formacion de agregados de grasa a través de proteina desnaturalizada.
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Tabla 4.8. Valores medios = desviacion estindar del tamafio de particulas (um) y
sedimentacion de solidos (% p/p) de bebida de almendra con lecitina (AML) después de la

centrifugacion a un dia del tratamiento.

Distribucion de tamaiio de particula

Tratamiento AML Estabilidad fisica
D3, D 43
Producto base 0.90+0.10° 3.10£0.60° 3.3+0.9°
Pasteurizado 0.3140.04° 2.90+0.20° 3.0£1.0°
UHT 0.34+0.01° 2.00+0.10° 5.0+1.0°
200MPa, 55°C 0.10+0.10° 0.58+0.05° 1.240.2°
200MPa, 65°C 0.17+0.02° 0.50+0.30° 1.0£0.1°
200MPa, 75°C 0.20+0.06° 0.60+0.10° 1.240.1°
300MPa, 55°C 0.17+0.01° 0.27+0.07¢ 1.0+0.3°
300MPa, 65°C 0.160.05° 0.21+0.01¢ 1.1£0.4°
300MPa, 75°C 0.14+0.02° 0.40+0.20% 1..040.2°

a-c: diferentes letras en la misma columna indica diferencia significativa (p < 0.05) entre
tratamientos. D3, Didmetro medio en base a la superficie. D43 Didmetro medio en base al volumen.

4.2.3.2 Sedimentacion de sédlidos

La estabilidad de las bebidas de almendra fue analizada midiendo el porcentaje (p/p) de
solidos sedimentados después de centrifugar las muestras almacenadas a 4 °C, realizando
esta determinacion el dia 1 y 15 tras el tratamiento tecnoldgico. De manera paralela se
obsevo visualmente la estabilidad de la dispersion atendiendo a la presencia de cremado
espontdneo y la sedimentacion de particulas. En las muestras PB y las tratadas
térmicamente (PA y UHT), se observo la formacion espontanea de una capa de cremado
después de 15 dias de almacenamiento en los licuados AM y AML. Ademas, en los
licuados AM se form6 espontaneamente un sedimento de particulas solidas en el fondo del
recipiente, lo que pone de manifiesto que la lecitina también favorece la dispersion de las

particulas solidas en suspension.

En los licuados AM tratados por UHPH so6lo se form6 una capa fina de cremado en los
dias 1 y 15, aunque esta fue mucho mas estrecha que en los licuados tratados térmicamente

y homogeneizadas de forma convencional. En los licuados AM tratados por UHPH se
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observaron elevados valores en D;, y D43 (Tabla 4.8), que confirman que el fendémeno
que pudo haber ocurrido, fue la coalescencia, causando la presencia de grandes gotas de
aceite. Como ya se comentd anteriormente, la fragil estabilidad observada en las muestras
AM se pudo deber a que el contenido proteico fue insuficiente para cubrir las gotas de

aceite y proporcionar una buena estabilizacion de la fraccion grasa en la emulsion.

La sedimentacion de so6lidos forzada por centrifugacion no es una medida directa de la
estabilidad fisica, aunque da una idea de la estabilidad potencial del sistema coloidal. Asi,
un alto valor de este parametro, indica una baja estabilidad como resultado de la
sedimentacion de las particulas. Ademas, este indice se puede relacionar con la percepcion
sensorial de granulosidad en la boca. La sedimentacion de particulas medidas tras la
centrifugacion coincide con las observaciones de la sedimentacion espontanea (Tabla 4.7 y
4.8). Asi, en los licuados de almendra tratados térmicamente ya fueran AM o AML, los
valores de sedimentacion obtenidos fueron mas elevados que en los UHPH y entre estos
ultimos, no se apreciaron diferencias significativas debidas a las diferentes condiciones

aplicadas de los tratamientos.

En los licuados de almendra tratados por UHPH la considerable reduccion de tamafio de
particulas solidas mejoraron su capacidad de dispersion en la fase acuosa y como era de
esperar, en la mayoria de los casos, la adicion de lecitina increment6 la capacidad de
humectacion de las particulas hidrofobicas dispersas de la almendra. En las muestras
tratadas por UHT, la adicion de la lecitina no mejord la estabilidad en términos de
sedimentacion de particulas (Tabla 4.9). McSweeney et al. (2008), describieron la
capacidad de mejorar la estabilidad térmica de la lecitina en leche, a través de una
combinacion de complejos de proteina interfacial/surfactantes, pero se debe tener en
consideracion que si la concentracion de surfactante es menor que 0.2% (p/p) se puede
producir agregacion por induccion térmica provocado por la desnaturalizacion de las
proteinas (Euston ef al. 2001). Por lo que la combinacion de un bajo contenido de lecitina
presente en el licuado UHT (0.03% p/p), junto al tratamiento térmico mas intenso, podria
favorecer la desnaturalizacion de las proteinas y su consiguiente agregacion, lo que

explicaria que no mejorara su estabilidad.

79



4.2.4 Hidrofobicidad

La hidrofobicidad de la superficie de las particulas coloidales fue determinada por medida
de la fluorescencia al interaccionar el acido 8-anilino-1-naftaleno sulfonico (ANS) con los
grupos hidrofobicos expuestos, Esta evaluacion se realizé con la finalidad de determinar el
potencial de modificacion de las estructuras coloidales debido al tratamiento aplicado
(tratamientos térmicos y UHPH) y entender mejor los cambios producidos en la estabilidad
de las bebidas de almendra. Los registros de fluorescencia observados en curvas espectrales
obtenidas por emision de las bebidas de almendra AM y AML se incrementaron con los
tratamientos aplicados en el siguiente orden: PB<PA<UHT<UHPH. Un valor mayor en la
emision de fluorescencia se corresponde con mayor grado de hidrofobicidad. En general, el
grado de hidrofobicidad fue mayor en las muestras AML que en las de AM (Figura4.3,ay
b).

Las proteinas adoptan una conformacioén tipica para minimizar la exposicion de grupos
hidrofobicos al agua. Sin embargo, las limitaciones estructurales disminuyen la habilidad
de las moléculas de proteina para plegarse y adoptar conformaciones ideales, y por tanto,
las moléculas y particulas con proteinas contienen generalmente algunos sitios hidrofobicos

expuestos, susceptibles de unirse al ANS (McSweeney et al., 2008).

Las proteinas en las bebidas de almendra estan localizadas en la interfas de aceite-agua en
las particulas so6lidas suspendidas en la fase acuosa, asi como dispersas como moléculas

individuales o agregadas.

El grado de exposicion de grupos hidrofobicos en las bebidas vegetales puede deberse a
causas diferentes. Por un lado, a la severidad del tratamiento aplicado (temperatura,
presion, y tiempo de residencia) que afectaria al grado de desnaturalizacion de la proteina
aumentando la hidrofobicidad cuando la desnaturalizacion es mayor. Por otra parte, debido
al incremento de superficie de las particulas sélidas con contenido proteico (gotas de aceite
y particulas en suspension). Asi, la UHPH puede incidir en el incremento de la
hidrofobicidad, ya que provoca la reduccion del tamafio de particulas y puede producir
desintegracion de agregados. Tanto la intensidad del tratamiento como el aumento de
superficie expuesta, pueden explicar los resultados observados en las bebidas de almendra.

Por una parte, las muestras AM, con deficiencia de proteina para proteger las gotas de
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aceite, darian lugar a agregados por entrelazado entre proteinas de unas gotas con zonas
desprotegidas de otras. Asimismo, el fenomeno de coalescencia con formacion grandes
gotas de aceite se puso de manifiesto en estas muestras. Ambos fendmenos fueron
evidenciados a través de los valores de D43 (Tabla 4.8) y se traducen en la exposicion de

menor superficie susceptible de interaccionar con el ANS.

El incremento de hidrofobicidad observada en la muestras AM tratadas por UHPH en
comparacion con las tratadas térmicamente fue probablemente debido al incremento de la
superficie de las particulas solidas causado por la reduccion de tamaiio de particula como se
comento en el apartado anterior. Ademas, tal como se muestra en la tabla 4.9 al afiadir
lecitina los valores del parametro Dy 3, muestran una considerable reduccion con respecto a
las bebidas AM. Por ello, cabe deducirse que los agregados de particulas (que contenian
proteinas) fueron destruidos, contribuyendo al incremento de la exposicion de proteinas
para reaccionar con el ANS. Bouaouina et al., (2006) también observaron un incremento de
hidrofobicidad en la dispersion de proteinas de suero de leche tratada por alta presion
dinamica como consecuencia de la exposicion de los grupos hidrofobicos debido al

fraccionamiento de los agregados de proteina.
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Figura 4.3. Hidrofobicidad de las proteinas de las bebidas de almendra. a) Bebida de
almendra sin lecitina (AM) y b) Bebida de almendra con lecitina (AML). (PB, producto

base; PA, Pasteurizacion; UHT, ultra alta temperatura).
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4.2.5 Oxidacion lipidica

Las bebidas de almendra contienen acidos grasos poliinsaturados, principalmente acido
oleico, susceptibles a la oxidacion (Kodad y Socias, 2008; Shate y Sze, 1997), siendo
muchos factores que la favorecen: presencia de oxigeno, luz, enzimas como las

lipooxigenasas y temperaturas elevadas.

En este estudio, el proceso de oxidacion se evalud tras la aplicacion de los diferentes
tratamientos a las bebidas de almendra a través de diferentes parametros: determinacion de
la actividad de la lipooxigenasa, determinacion de la concentracion de hidroperdxidos como
evaluacion de la oxidacion primaria, y determinacion de las especies reactivas al TBA

(TBARS), como evaluacion de la oxidacion secundaria.

La lipooxigenasa, enzima con amplia distribucion en el reino vegetal, oxida al acido
linoleico y otros lipidos poliinsaturados y produce los correspondientes hidroperdxidos,
(Axelrod et al., 1981). La interaccion enzima sustrato se facilita cuando se altera la
estructura del tejido vegetal, como en el caso de la molienda. Por ello es importante
conocer la actividad LOX como factor responsable de la oxidacion de los alimentos. En
este estudio, sin embargo, se comprobd que el PB no present6 actividad LOX, por lo que se

descarta su contribucion en la oxidacion de las bebidas de almendra.

En relacion al indice de peroxidos, los licuados de almendra tratados por UHPH
presentaron valores mas altos que PB y que los tratados térmicamente (Tabla 4.9). Sin
embargo, la concentracion de hidroperdxidos en las bebidas de almendra podrian
considerarse despreciables, ya que presentaros valores de este indice tres oOrdenes de
magnitud inferiores a los obtenidos en licuado de soja por Poliseli-Scopel et al. (2012).
Estos autores observaron que detras la produccion de bebidas de soja, los valores de
hidroperdxidos oscilaron entre 0.2 y 0.4 meq/L, en donde no se observaron diferencias
entre los tratados térmicamente y los UHPH. En otro estudio realizado en leche por Pereda
et al. (2008), encontraron que las diferencias en la formacion de hidroperoxidos estuvo en
funcion de la presion aplicada en el tratamiento UHPH, siendo los valores fueron superiores

cuando se trato la leche a 200 MPa en comparacion con los valores obtenidos a 300 MPa.

Las diferencias observadas, especialmente en comparacion con los licuados de soja, se

deben probablemente a que los perfiles de acidos grasos de la almendra y la soja son
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distintos. La soja tiene un alto contenido de acidos grasos poliinsaturados, especialmente en
acido linoleico, mientras que en la almendra predomina el 4cido oleico (acido graso
monoinsaturado). Ademas, es posible que la presencia de antioxidantes naturales en la

almendra pudiera también contribuir al bajo desarrollo de la oxidacion.

Tabla 4.9. Valores medios (x10™) + desviacion estandar de indice de peréxidos (meq/mL)

de bebida de almendra sin lecitina (AM) y con lecitina (AML), un dia después del

tratamiento.
Tratamiento AM AML

PB 0.29+0.08% 0.22+0.03¢

PA 0.46+0.01°8 0.44+0.05®
UHT 0.42+0.09°8 0.42+0.02°8
200MPa, 55°C 0.64+0.09** 0.58+0.10**
200MPa, 65°C 0.60+0.07** 0.60:£0.08**
200MPa, 75°C 0.63+0.05 0.63+0.08**
300MPa, 55°C 0.64+0.05* 0.62+0.06*
300MPa, 65°C 0.65+0.02%4 0.66+0.02%*
300MPa, 75°C 0.66+0.01** 0.67+0.01%4

a-c, diferentes supeindices en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05) entre
los tratamientos.

A-C, diferentes supeindices en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0.05) entre la
bebida de almendra con lecitina y la de sin lecitina.

Los niveles méximos en el indice de peroxidos en relacion con la calidad son muy variables
y dependen del tipo de alimento. Asi por ejemplo, en el aceite de nueces los valores
maximos son de 3.0 meqg/kg y en el aceite de la semilla de almendra de 2.0 meq/kg,
indicando una calidad aceptable de las semillas (Buransompob et al., 2003). Sin embargo,
no se encontraron referencias en la literatura relacionadas con el nivel maximo permisible

de valor de peroxidos en bebidas o licuados de almendra.

Por otra parte, como indicador de la oxidacion secundario se realizé la determinacion de
TBARS, siendo los resultados obtenidos no concluyentes y algo sesgados, aunque siempre

muy reducidos. Por ello se creyd necesario tener en consideracion como indice de la
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oxidacion secundaria, las concentraciones de algunos compuestos analizados en el perfil

volatil de las bebidas de almendra, tal como el hexanal.

4.2.6 Efecto de los tratamientos aplicados sobre los compuestos volatiles

Las sustancias responsables del perfil volatil caracteristico de las bebidas de almendra se
deben a los compuestos naturales contenidos en la semilla asi como a otros compuestos
generados durante el procesado y almacenamiento de las bebidas. Una parte importante de
estos compuestos se generan como consecuencia de la autooxidacion lipidica, de forma que
los productos derivados de ésta dependeran cuantitativamente de las condiciones de
procesado, tales como su exposicion a la luz, metales y presion parcial de oxigeno, la
temperatura de procesado, el grado de proteccion de las gotas de aceite, etc. La oxidacion
también se puede producir por via enzimatica a través de la accioén de la lipoxigenasa. En
ambas reacciones (enzimatica y no enzimatica), la formacion de hidroperoxidos a partir de
los acidos grasos poliinsaturados tales como el acido linoleico y linolénico, y de los
monoinsaturados, como el acido oleico, a través del oxigeno molecular constituye la
reaccion de oxidacion primaria (Boatright y Lei, 1999; Kakumyan, et al, 2009). Los
hidroperdxidos formados son muy inestables y pueden ser facilmente transformados en
productos finales tales como aldehidos, cetonas, furanos, alcoholes, polimeros, etc. Las
reacciones de pardeamiento no enzimdticas también contribuyen a la formacion de
compuestos volatiles a través de la reaccion de glicidos reductores y aminoacidos durante
el tratamiento térmico de las bebidas de almendra (Lozano et al., 2007; Plutowska y

Wardencki, 2007).

El objetivo de éste estudio fue la caracterizacion del perfil volatil de las bebida de
almendra, y tratar de estudiar el efecto de los diferentes tratamientos aplicados en este

trabajo, es decir pasteurizacion, y las diferentes condiciones de UHPH.

Hay que mencionar que la gran variabilidad encontrada en los picos cromatograficos de
algunos compuestos para el andlisis a través de su area, hizo dificil establecer conclusiones
con el rigor suficiente. Por este motivo el analisis estadistico, en algunas ocasiones ha dado
lugar a interpretaciones que deben ser tomadas con cautela hasta la confirmacion a través
de una cuantificacion mas adecuada utilizando patrones internos. Por ello, el estudio de la

fraccion volatil en esta tesis es fundamentalmente indicativo del perfil general de
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compuestos en los licuados de almendra. Aquellos compuestos mas abundantes y en los
que se ha observado una tendencia estadisticamente significativa son los que han permitido

establecer la influencia de los tratamientos en el perfil volatil.

Los estudios realizado en bebidas de almendra son muy escasos (Toro-Funes et al., 2014;
Bernat et al. 2015), y que conozcamos, ninguno en relacion a compuestos volatiles. Por
ello, este proyecto ofrecid la oportunidad de poner a punto un método de analisis de
compuestos volatiles en licuados de almendra (Pérez-Gonzalez et al., 2014), que
posteriormente se utilizo para estudiar el efecto de los tratamientos aplicados en el perfil de

componentes volatiles.

La mayor parte de informacién en relacion a los compuestos volatiles se refieren al fruto
seco, ya sea crudo o tostado como los de Beck et al. (2008, 2009 y 2011), Mexis, et al.,
(2010) y Agila et al. (2012) y al aceite de almendra como los de Picuri¢ y Milavonovic
(1993) y Beltran et al. (2011). En este ultimo producto, el nimero de volatiles
identificados fueron pocos y algunos casos diferentes a los encontrados en el presente
estudio, dado que se determinaron Unicamente en la fraccion grasa y por ello la presencia

de compuestos volatiles esta limitada a aquellos de caracter lipidico.

Se identificaron 56 compuestos en el espacio de cabeza de las diferentes bebidas de
almendra tratadas. La Tabla 4.10 muestra la abundancia total de los compuestos volatiles
agrupados por familias quimicas en las bebidas de almendra tratadas por PA, UHT y
UHPH. Estas familias quimicas incluyen aldehidos, alcoholes, cetonas, furanos, acidos
carboxilicos, compuestos aromaticos, esteres, alcanos, alquenos, pirroles y otros

compuestos.

Los aldehidos y alcoholes fueron los compuestos mas representativos en todos los perfiles
cromatograficos de las bebidas de almendra (Tabla 4.10). Solamente se observaron algunas
diferencias en familias y tratamientos especificos (Tabla 4.10) los cuales se discutiran mas
adelante. A 300 MPa, la abundancia de compuestos de todas las familias quimicas se
incrementaron con el aumento de temperatura de entrada (p < 0.05), excepto para alquenos,
pirroles y otros compuestos, en donde la mayor abundancia se obtuvo en los tratamientos

UHT. Estos resultados indican que el incremento de la temperatura adiabatica causado por
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la alta presion pudo ser una importante causa para la formacién de determinados

compuestos volatiles.

Tabla 4.10. Abundancia de compuestos' volatiles por familias quimicas en bebidas de

almendra tratada.

Compuesto PA UHT 200, 55 200, 75 300,55 300, 75
Aldehidos 47° 101° 74%° 106° 80°° 188°
Alcoholes 120% 75¢ 182° 190° 130° 207°
Aromaticos 10? 10? 9? 10? 8? 10?
Cetonas 8.0° 228 20° 29? 21° 512
Pirroles 6.0° 9.0° 2.0% 1.7 7.0%° 3.0
Acidos 5.8° 3.9° 6.4° 9.8° 7.7 142
Furanos 2.1° 4.8° 4.9 4.9 3.9 7.4
Esteres 1.35% 0.9 1.5%® 1.8 1.5° 3.8°
Alcanos 2.0° 8.5° 5.7° 7.7% 9.6 30°
Otros 1.2° 3.0° 0.9° 1.4° 1.2% 2.0%
Alquenos 0.45° 0.60° 0.23° 1.4° 1.4° 0.45°

¢ diferentes superindices en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05) entre los tratamientos.

' Cuenta del area integrada. Valores medio x 10°.

La temperatura alcanzada en la bebida de almendra después de la valvula de
homogeneizacion en los tratamientos UHPH a 200 MPa, con temperaturas de entrada de 55
y 75 °C, correspondieron a 103.5 y 114.3 °C respectivamente; a 300 MPa, con
temperaturas de entrada de 55 y 75 °C, se alcanzaron temperaturas en la valvula de
homogeneizacion de 124.3 y 129.3 °C respectivamente. El tiempo de residencia en la
valvula de homogeneizacion en los tratamientos UHPH fue solamente de 0.7 segundos,
como se describid en la seccién 4.1, mientras que la pasteurizacion se trabajo a 90 °C
durante 90 segundos y el tratamiento UHT a 142 °C durante 6 segundos. La diferencia de
temperaturas en de la valvula de homogeneizacion entre 200 y 300 MPa podria ser la
principal causa de los cambios observados en el perfil volatil. Por otro lado, las diferencias

observadas entre los tratamientos convencionales (PA y UHT) y 300 MPa, 75 °C, indicaron
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que la alta presion y la temperatura pudieron tener un efecto importante en la formacion del

perfil volatil, especialmente en el proceso oxidativo durante la aplicacion del tratamiento.

A continuacion se comentan los resultados obtenidos en la fraccion volatil de las bebidas de

almendra por familias de compuestos.

De los aldehidos encontrados, el benzaldehido, fue el compuesto volatil cuantitativamente
mas importante de la bebida de almendra. Sin embargo, su abundancia no presento
diferencias significativas (p > 0.05) entre los distintos tratamientos aplicados, dada la gran
variabilidad de los resultados. Los valores se encontraron en el intervalo 89 - 100 segtn el
calculo de integracion de area de los picos, El benzaldehido, al igual que los demas
aldehidos, se genera naturalmente por accion de B-glucosidasa e hidroxilasa a partir de
glucosidos cianogénicos (Badui, 2006), y es considerada como una “‘substancia impacto”
siendo un componente caracteristico aroma de la almendra. Otros aldehidos que también
contribuyen al perfil aromatico de la almendra son el pentanal y trans-2-hexanal. Agunos
autores cuantificaron compuestos volatiles en la almendra (Mexis et al., 2009 y 2011) y en
el aceite de almendra (Beltran et al., 2008) en los que el benzaldehido fue el compuesto

mas abundante.

Las condiciones del tratamiento UHPH a 300 MPa, 75 °C causaron, en general, un
incremento significativo en los compuestos de la familia de los aldehidos. La abundancia de
¢sta familia quimica fue influenciada por los tratamientos como se muestra en la Tabla
4.12. Del grupo de compuestos asociados con la oxidacion lipidica, el hexanal fue el volatil
con mayor abundancia, seguido del pentanal. También se detectaron otros compuestos a
bajos niveles como 2-heptanal, nonanal, octanal, cinamaldehido, trans-2-hexenal y trans,
trans-2,4-decadienal. De manera general, todos los de este grupo, experimentaron un
incremento, conforme el tratamiento fue mas severo, alcanzando los valores mas altos en el

tratamiento 300 MPa, 75 °C y UHT.

El hexanal, es el compuesto mas estudiado; este volatil, estad directamente relacionado con
el aroma a oxidado y es considerado como un indicador de la calidad del aceite de almendra
(Mexis et al., 2009) entre otros alimentos, Ademas, contribuye al olor desagradable, siendo

su umbral de deteccion muy bajo (25 pg/Kg de producto segiin Hashim y Chavero, 1995),
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por lo que se puede decir que a menor contenido de hexanal, mayor grado de aceptacion

por parte de los consumidores.

En la Tabla 4.12, se puede observar un incremento del hexanal en todos los licuados
tratados en comparacion con PA. Los tratamientos UHPH asi como los tratados por UHT
influyeron de igual manera en el incremento del hexanal de manera significativa con
respecto de PA. Los tratamientos que alcanzaron temperaturas mas elevadas fueron en los
que se produjo una mayor cantidad de hexanal, con lo cual podemos suponer que la

temperatura juega un papel importante en la produccion de hexanal.

El hexanal puede producirse por oxidacion del acido oleico o a partir de la autooxidacion
del acido linoleico y linoleatos (Beck et al., 2011). Por otra parte, se ha demostrado que el
hexanal esta relacionado con sabores a legumbre y a hierba en la leche de soja (Polisely-
Scopel et al., 2013). En la misma linea, Beck et al., (2011), corroboraron que la almendra
escaldada (90-100 °C, 2 min), sufri6é un incremento significativo de hexanal, al compararlo

con la almendra sin procesar.

El pentanal, presentd valores considerables y mostro un incremento significativo en los
licuados UHT vy los tratados por UHPH (300 MPa, 75 °C) comparados con el resto de los
tratamientos. Estos resultados van en la misma linea que lo mencionado con respecto al
hexanal. Asi, su abundancia tiene que ver con la intensidad de los tratamientos aplicados.
El pentanal, se forma por la oxidacion del acido linoleico y por accion catalitica de la
lipooxigenasa, principalmente en el proceso de molienda cuando la enzima atn esta activa
(Poliseli-Scopel et al., 2013). El pentanal se asocia con aroma a grasa oxidada en licuado de
soja (Poliseli-Scopel et al., 2013). También se asocidé a aromas a lefioso, amargo y aceitoso
en aceite de oliva con umbrales de deteccion de 240 pg/kg de aceite (Morales et al., 2005).
Sin embargo, también se asocia a notas caracteristicas de la almendra (Pherobase y Base de

datos).

Otro de los compuestos importantes en abundancia fue el 2-heptanal, que deriva de la
oxidacion del acido linoleico (Badui, 2006). Este volatil aumentod significativamente en
todos los licuados tratados con respecto a PA. Sin embargo, el aumento experimentado no
fue significativo en general. Unicamente el tratamiento 300 MPa, 75 °C presentd los

valores mayores y significativos (p < 0.05) respecto al resto de tratamientos. Este
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compuesto se ha asociado a olores oxidado, seboso y pungente en el aceite de olivo, con un
limite de deteccion de 5 pg/kg de aceite Kalua et al., (2005), asi como a sabor a tomate
macerado o cortado generando sabor acido pudiendo proporcionar sabores astringentes a

este producto (Davila-Avina et al., 2010).

El nonanal mostro una tendencia similar al 2-heptanal. Poliseli-Scopel et al. 2013, encontrd
un comportamiento similar del pentanal y el nonanal en muestras de bebida de soja tratadas
en las mismas condiciones que la utilizadas en el presente estudio. El nonanal se ha
determinado con cierta abundancia en almendras dafiadas y en aceite de almendras oxidado,
y se considera que tanto el octanal como el nonanal son productos de la oxidacion lipidica
secundaria derivada del acido oleico (Beltran et al. 2011), En otros casos el nonanal se
determinod, como indicador primario de la rancidez del aceite de oliva (Kalua et al., 2005).
De forma similar, Poliseli-Scopel et al. (2013) indicaron que el heptanal y nonanal,
confieren aroma graso y oxidado a los productos que los contienen. El 2,4-decadienal se
deriva de la oxidacion del acido linoleico y lo relacionan con el aroma de almendras

oxidadas (Beltran et al., 2011).

El cinamaldehido y el octanal, trans-2-hexenal y el trans,trans-2,4-decadienal presentaron
una tendencia similar que los compuestos anteriores, aunque siendo presentes en menor

abundancia .

Inicialmente, Beck et al. (2008 y 2009) unicamente encontraron dos aldehidos, nonanal y
bourboneno (mezcla de benzaldehido) en el fruto seco de almendra. Posteriormente en
otros estudios, Mexis et al. (2009) y Beck et al. (2011), identificaron mayor cantidad de
aldehidos (hexenal, heptanal, octanal, nonanal y decanal) en la almendra, y Agila y
Barringer (2012) definieron en el perfil aromatico de las almendras en donde encontraron
aldehidos como benzaldehido, heptanal, (E)-2-heptenal, (E)-2-hexenal, metional, nonanal,
(E)-2-nonenal y (E)-2-octenal Los aldehidos identificados fueron inferiores a los
determinados en el presente estudio en bebida de almendra (Tabla 4.11). Esto puede ser
debido a que en los trabajos anteriormente mencionados los voldatiles fueron determinados
en almendra sin tratar, y s6lo Beck et al., (2011) los evaluaron en almendra molida y
blanqueada. Ademds, la almendra contiene antioxidantes naturales que evitan la oxidacion

de los acidos grasos presentes en la semilla y por tanto la formacion de algunos aldehidos.
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En el presente trabajo, la almendra fue molida, mezclada con agua y tratada, de forma que
las condiciones aplicadas durante el proceso de elaboracion de la bebida de almendra y los

tratamientos aplicados, favorecen los procesos bioquimicos para la formacion de volatiles.

Tabla 4.11. Abundancia® de aldehidos detectados en la fraccion de volatiles de la bebida de

almendra
Compuesto D’ Kr Tratamientos

PA UHT 200,55 200,75 300,55 300,75
Hexanal MS.RI 1093 32.02° 60° 50° 67 49  87°
Pentanal MS.RI 989 6.3° 22 7 12> 11* 0 35
2-heptanal MS.RI 1345 6.1° 13*  12° 16 13> 45
Nonanal MS.RI 1409 2.1° 27® 20> 29* 21> 50
Octanal MS.RI 1302 0.53° 1.8™ 0.7° 1.0° 09" 40
Cinamaldehido MS. RI 2091 0.36° 0.05° 028" 3.30° 031 0.42°
Trans-2-hexanal MS. RI 1236 0.01° 0.81™ 0.82* 2.03* 1.96" 836

Trans.trans-2.4-decadienal MS. RI 1845 0.174° 0.27° 0.32° 034 029° 1.51°

*¢  Diferentes letras en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05) entre los
tratamientos.
? Valor del 4rea integrada (valor medio x 10°).

? Identificacién: MS espectro de la masa, RI = Indice de retencion comparado con la base de datos

(Wiley Registry™ of Mass Spectral Data, 6™ edition).

* Calculado segiin el Indice de Retencion de Kovats

> PB=Produccion Base, PA= Producto pasteurizado, 200, 55 = UHPH (200 MPa, 55 °C) y 200,
75 = UHPH (200MPa, 75 °C) y 300, 55 = UHPH (300 MPa, 55 °C) y 300, 75 = UHPH (300MPa,
75 °C).

La familia de los alcoholes fue la segunda en abundancia en la bebida de almendra. En esta
familia, el bencenometanol fue el compuesto presente en mayor cantidad, seguido del 1-
pentanol, 1-heptanol, fenol, 1-nonanol, 6-metil-5-hepten-2-ol; el resto de los alcoholes
identificados  fueron minoritarios (Tabla 4.12). De manera general los alcoholes

aumentaron, conforme las condiciones de tratamiento fueron mas drasticas.

El benceno-metanol, compuesto mayoritario en ésta familia, presentd un notorio descenso

en los licuados tratados por UHPH y UHT comparadas con PA (p < 0,05). La aplicacion de
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los tratamientos severos pudo propiciar la generacion de otros compuestos, de tal manera
que su abundancia se vio disminuida. El benceno-metanol, es una derivado de la oxidacion

secundaria de lipidos.

El segundo componente en abundancia fue el 1-pentanol, el cual presentd un incremento en
las bebidas de almendra tratadas por UHPH comparadas con las tratadas
convencionalmente (PA y UHT). Sin embargo, entre los licuados tratados por UHPH no se
observaron estas diferencias. Teniendo en consideracion que el tratamiento UHT presento
una considerable menor abundacia, probablemente debido a su degradacion, cabe pensar
que los tratamientos UHPH no fueron tan severos para producirla, y por tanto, acumulando
este compuesto. El I-heptanol (tercero en abundancia), 6-metil-5-hepten-2-ol, 2(2-
butoxi,toxi)-etanol y el 3-metil-2-buten-1-ol, presentaron la misma tendencia que el 1-

pentanol.

El fenol ha sido identificado como compuesto volatil relevante en la almendra sin procesar
(Beck et al., 2011). Este y el resto de alcoholes se encontraron en la fraccion volatil en
menor abundancia que los anteriormente mencionados, excepto en el caso del 6-metil-5-
hepten-2-ol, el cual tuvo un valor de area del pico significativamente mayoren todos los
tratamientos UHPH, quizads por falta de condiciones para su degradaciéon, como se ha

comentado en el parrafo anterior para otros alcoholes.
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Tabla 4.12. Abundancia® de alcoholes detectados en la fraccion de volatiles de la bebida de

almendra
Compuesto I’  Kr Tratamientos”

PA UHT 200,55 200,75 300,55 300,75
Benceno-metanol MS,RI 1905 17 10° 14 14° 13 14
1-pentanol MS,RI 1257 83> 6  17™ 23° 17% 18°
1-heptanol MS, RI 1461 6.6° 5  10® 14 1 1e®
Fenol MS,RI 2029 3.5 13" 1.1° 14> 14 15
1-nonanol MS,RI 1665 03° 0.7° 05" 06 05  21°

6-metil-5-hepten-2-ol ~ MS, RI 1359 0.22° 035" 56 52° 13° 47°
2(2-butoxi,toxi)-etanol  MS, RI 1493 0.17* 0.10° 0.15® 0.25* 020° 0.25°
3-metil-2-buten-1-ol MS, RI 1623 0.06° 0.06° 1.2® 1.7  1.0® 1.0®
1-etil-hexanol MS, RI 1494 0.04° 12° 13° 18% 14° 47

a-c Diferentes letras en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05) entre los
tratamientos.

2 Valor del area integrada (valor medio x 105).

3 Identificacién: MS espectro de la masa, RI = Indice de retenciéon comparado con la base de
datos (Wiley RegistryTM of Mass Spectral Data, 6th edition).

4 Calculado segin el indice de Retencién de Kovats

5  PB=Produccién Base, PA= Producto pasteurizado, 200, 55 = UHPH (200 MPa, 55 °C) y 200,
75 = UHPH (200MPa, 75 °C) y 300, 55 = UHPH (300 MPa, 55 °C) y 300, 75 = UHPH (300MPa,
75 °C).

De la familia de los compuestos aromaticos detectados en la bebida de almendra (Tabla
4.13), el que presentd mayor abundancia, fue el 1, 2, 4-trimrtil-benceno, seguido del p-etil-
anisol y el p-cimeno. Ademas, se identificaron otros volatiles minoritarios (m-xileno, 1, 3,
S-trimetil-benceno, propil-benceno, 4-etil-tolueno y xileno), que se han relacionaos con
almendras dafiadas (Beck et al., 2011). Los compuestos aromaticos, en general, presentaron
mayor sensibilidad ante los tratamientos térmicos convencionales, en los que se generaron
mayor cantidad. Las muestras tratadas por UHPH sufrieron un descenso significativo (p <

0.05) comparadas con las muestras tratadas por PA y UHT.
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Tabla 4.13. Abundancia’ de compuestos aromaticos detectados en la fraccion de volatiles

de la bebida de almendra

Compuesto D’ KI* Tratamientos®

PA  UHT 200,55 200,75 300,55 300,75

1,2, A-trimetil-benceno ~ MS, 1298 1.7%° 3.0° 28 1.1% 0.7° 0.8°

RI

p-etil-anisol MS, 2184 0.69° 0.60° 038  037° 036> 0.24°
RI

p-cimeno MS, 1286 0.5° 0.53* 03 03* 01> 1.7®
RI

m-xileno MS, 1051 0.44® 003" 13* 16  12® 1.2®
RI

1,3,5-trimetil-benceno ~ MS, 1260 0.42° 0.87° 028" 0.17° 0.12° 0.12°
RI

Propil-benceno MS, 1222 0.18° 0.49* 0.32® 023"  0.15° 022°
RI

4-etil-tolueno MS, 1279 0.02° 0.69° 043 030° 021° 020
RI

Xileno MS, 1362 0.02° 0.17*° 0.09® 0.06° 0.04® 0.05°
RI

*¢  Diferentes letras en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05) entre los

tratamientos.

? Valor del 4rea integrada (valor medio x 10°).

* Identificacion: MS espectro de la masa, RI = Indice de retencion comparado con la base de datos

(Wiley Registry™ of Mass Spectral Data, 6" edition).

*  Calculado segun el Indice de Retencién de Kovats

> PB=Produccion Base, PA= Producto pasteurizado, 200, 55 = UHPH (200 MPa, 55 °C) y 200,
75 = UHPH (200MPa, 75 °C) y 300, 55 = UHPH (300 MPa, 55 °C) y 300, 75 = UHPH (300MPa,
75 °C).
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Otra de las familias quimicas identificadas en la bebida de almendra fueron las cetonas
(Tabla 4.14), las cuales proceden fundamentalmente de la oxidacion del acido oleico. La 2-
propanona, conocida cominmente como acetona, se produce por reacciones de
oscurecimiento no enzimatico a través de la caramelizacion de la glucosa (Badui, 2006). A
este compuesto, se le atribuyen aromas dulces y frutales. En otros trabajos, se han
identificado algunas cetonas, que también fueron encontrados en el presente estudio, tales
como la 2-decanona (Agila y Barringer, 2012 y Beck et al, 2011) y 2-heptanona y 2-
octanona (Beck et al., 2011). La cetona mas abundante en la bebida de almendra fue el 6-
metil-5-hepten-ona. Este compuesto volatil se asocia a olores pungentes y a pasto en aceite
de oliva, siendo detectables a 1000 pg/kg de aceite (Morales et al., 2005). A pesar de que
fue el compuesto mas destacable en abundancia de la familia de las cetonas en el presente
estudio, la variabilidad observada en los picos no permitio realizar un analisis concluyente.
Se podria decir que, el tratamiento UHT, en que el area del pico fue menor favorecioé su

degradacion a otros compuestos.

El resto de componentes, en menor abundancia que el anterior, no permitidé establecer

diferencias entre tratamientos.
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Tabla 4.14. Abundancia’ de cetonas detectadas en la fraccion de volatiles de la bebida de
almendra

Compuesto D’ KI* Tratamientos”
PA  UHT 200,55 200,75 300,55 300,75

3-octen-2-ona MS, 1429 29° 52° 79® 11" 9.1 18
RI

2-ciclohexen-1-- MS, 2035 0.6 14° 13° 1.7° 1.4° 5.3°

ona RI

2-butanona MS, 910 0.14° 1.9° 0.6 0.5 0.4° 0.7°
RI

3-octanonerealona  MS, 1270 0.14° 0.14° 024°  031°  0.17° 0.8°
RI

2,3-octanediona MS, 1335 0.14° 68" 6.1° 83®  64®  13°
RI

2-decanona MS, 1510 0.1° 0.1° 0.06" 007" 006" 1.3
RI

"¢ Diferentes letras en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05) entre los
tratamientos.

? Valor del area integrada (valor medio x 10°).

3 Identificacion: MS espectro de la masa, RI = Indice de retencién comparado con la base de datos

(Wiley Registry™ of Mass Spectral Data, 6™ edition).

* Calculado segun el Indice de Retencién de Kovats

> PB=Produccion Base, PA= Producto pasteurizado, 200, 55 = UHPH (200 MPa, 55 °C) y 200,
75 = UHPH (200MPa, 75 °C) y 300, 55 = UHPH (300 MPa, 55 °C) y 300, 75 = UHPH (300MPa,
75 °C).

96



Tabla 4.15. Abundancia® de piridinas, pirrolidinas y piperidinas detectadas en la fraccion
de volatiles de la bebida de almendra

Compuesto D’ KI* Tratamientos
PA UHT 200,55 200,75 300,55 300,75
2,4,6- MS, 1387 54 93* 1.9% 09 7% 1.1°
trimetilpiridina RI
Acetilpirrolidina ~~ MS, 1766 0.*  0.05° 0.3 023>  03® 03"
RI
2-metilpiperidina ~~ MS, 2122 0.3° 036" 0.3° 051> 05" 1.4
RI
3-fenil-5- MS, 2207 0.1° 027* 0.1° 0.1° 0.1° 0.1°
butilpiridina RI

*¢  Diferentes letras en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05) entre los

tratamientos.

? Valor del 4rea integrada (valor medio x 10°).

? Identificacién: MS espectro de la masa, RI = Indice de retencion comparado con la base de datos

(Wiley Registry™ of Mass Spectral Data, 6™ edition).

4 Calculado segiin el indice de Retencion de Kovats

> PB=Produccioén Base, PA= Producto pasteurizado, 200, 55 = UHPH (200 MPa, 55 °C) y 200,
75 = UHPH (200MPa, 75 °C) y 300, 55 = UHPH (300 MPa, 55 °C) y 300, 75 = UHPH (300MPa,
75 °C).

De la familia de los hidrocarburos se identificaron tres compuestos, dos alcanos y un
alqueno. El tetradecano (mas abundante) y 3-etil-2-metil-1,3-hexadieno no mostraron
cambios ante los tratamientos aplicados (Tabla 4.16). De manera contraria, el heptadecano
se increment6 notablemente con los tratamientos UHPH en relacion a los licuados PB y
PA, en los que no se observaron diferencias estadisticas, al igual que entre los licuados
tratados por UHPH (p > 0,05). El tetradecano, Se identifico también en aceite de almendra,

pero aparentemente no contribuye al aroma de este producto (Picuric y Milavonovic, 1993).

La familia quimica en la que se identificaron menos volatiles fue la de los terpenos
(limoneno y alfa-pineno), a los que no les afectaron los diferentes tratamientos utilizados en

este estudio (p > 0,05). (Tabla 4.18).
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Otro volatil fue el 2-acetilpirrol, (Tabla 4.15) tampoco afectado por ninguno de los
tratamientos aplicados. Sin embargo, el 2, 4, 6-trimetilpiridina aumento significativamente
en los licuados tratados por UHPH, y especialmente en el tratamiento de 200 MPa, 75 °C (p
< 0,05) comparados con PA. También aumento6 el compuesto 3-fenil-5-t-butilpiridazina en
los licuados UHPH en relacion PB y PA, siendo mas marcado este aumento en el

tratamiento 200 MPa, 55 °C

Tabla 4.16. Abundancia® de alcanos detectados en la fraccién de volatiles de la bebida de

almendra
Compuesto I’ Kr Tratamientos’
PA UHT 200, 200, 300, 300,
55 75 55 75
2-metil-pentano MS, 580 1.4° 42* 42* 39* 37"  56°
RI
4-metil-heptano MS, 695 09° 03" 0.12° 03" 0.1° 045
RI
Tetradecano MS, 1404 03 02® 1.5° 0.17° 02® 024
RI
Decano MS, 1014 03° 19> 03> 19> 4 13
RI
Hexadecano MS, 1555 0.15° 0.06° 0.06° 0.14° 0.15° 3.1°
RI
3-metil-heptano MS, 749 0.06° 03* 0.06° 0.07° 0.04> 0.08"
RI
Ciclododecano MS, 1968 0.06° 0.04° 0.06° 1.2° 0.1° 02°
RI
Alquenos
3-etil-2-metil-1,3- MS, 1448 0.6° 15> 08" 14> 12° 86°
hexadieno RI

¢ Diferentes letras en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05) entre los
tratamientos.

% Valor del area integrada (valor medio x 10°).

3 Identificacién: MS espectro de la masa, RI = Indice de retencién comparado con la base de datos

(Wiley Registry™ of Mass Spectral Data, 6" edition).

*  Calculado segun el Indice de Retencién de Kovats

> PB=Produccion Base, PA= Producto pasteurizado, 200, 55 = UHPH (200 MPa, 55 °C) y 200,
75 = UHPH (200MPa, 75 °C) y 300, 55 = UHPH (300 MPa, 55 °C) y 300, 75 = UHPH (300MPa,
75 °C).
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Los acidos carboxilicos son otra familia detectada en el perfil volatil de las bebidas de
almendra (Tabla 4.17). Los méas destacables fueron el acido octanoico y el nonanoico, a los
que no les afectaron los tratamientos UHPH comparados con los tratados por PA. Sin
embargo, las bebidas de almendra tratada por UHT presentaron un descenso cuando se
compararon con las muestras tratadas por los demas tratamientos (p > 0,05). Cabe suponer
que las condiciones del tratamiento UHT, propiciaron la formacion de otros compuestos a
partir de éstos acidos, por lo cual disminuy6 su abundancia. Los acidos octanoico y
nonanoico se forman por oxidacioén del octanal y nonanal respectivamente en presencia de
oxigeno y se ha identificado en aceite de almendra oxidado (Beck et al., 2011), aunque
también se ha relacionado con el olor dulce en leche de soja (Poliseli-Scopel et al., 2013).

El 4cido octanoico ha sido asociado con olores grasos y aceitosos (Morales et al., 2005).

Los terpenos se derivan de la condensacion del pirofosfato isopentenilico, el cual es
transformado a pirofosfato de geranilo el cual da lugar a muchos terpenos por accion de
diversas enzimas como las oxidorreductasas. En ésta bebida se identificaron el a-pineno y
el junipeno. El a-pineno sufri6 un incremento cuando se trataron las muestras por UHT
comparadas con los muestras tratadas por PA y UHPH. Por otra parte, el junipeno, se
comportd de manera contraria al a-pineno. El junipeno mostré un decremento en las
muestras tratadas por UHT comparadas con las tratadas por PA y UHPH. La alta
temperatura (142 °C) y el tiempo de retencion (6 s) empleados en el tratamiento de UHT
pudieron favorecer el incremento del a-pineno, el cual no fue afectado por los pardmetros
utilizados en los tratamientos UHPH y PA. De manera contraria, las condiciones de las
muestras tratadas por UHT pudieron causar la degradacion del junipeno, disminuyendo la

abundancia de éste compuesto en dichas muestras.
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Tabla 4.17. Abundancia® de 4cidos carboxilicos, terpenos, esteres, furanos y otros
compuestos detectados en la fraccion de volatiles de la bebida de almendra

Compuesto D’ KI1* Tratamientos

PA UHT 200,55 200,75 300,55 300,75

Acidos carboxilicos

Acido octanoico MS, 2064 12* 03> 0.8® 1.0° 7% 1.3
RI

Acido nonanoico MS, 2171 08 03° 06® 07° 05° 0.8
RI

Terpenos

a-pineno MS, 1030 0.05° 0.6° 02° 03® 02° 0.2°
RI

Junipeno MS, 1616 0.7° 2.0° 07  09° 0.8 1.0°
RI

Lactona

y-caprolactona MS, 1752 0.6* 0.06° 0.5° 0.6 0.5* 0.8°
RI

Furanos

2-metil- MS, 875 0.0° 03*® 0.1° 0.1° 0.1° 0.8°

tetrahidrofurano RI

Otros

Cloroformo MS, 1032 0.7° 24 0.7° 1.0° 0.9° 1.5%
RI

Bromodiclorometano ~ MS, 1168 04" 0.7 03>  04® 03>  05%
RI

*¢  Diferentes letras en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05) entre los

tratamientos.
? Valor del area integrada (valor medio x 10°).

3 Identificacién: MS espectro de la masa, RI = Indice de retencion comparado con la base de datos

(Wiley Registry™ of Mass Spectral Data, 6" edition).

*  Calculado segun el Indice de Retencién de Kovats

> PB=Produccion Base, PA= Producto pasteurizado, 200, 55 = UHPH (200 MPa, 55 °C) y 200,
75 = UHPH (200MPa, 75 °C) y 300, 55 = UHPH (300 MPa, 55 °C) y 300, 75 = UHPH (300MPa,
75 °C).

Generalmente los esteres se pueden generar a partir de aminoacidos libres con la
participacion de varias enzimas como la alcohol acetiltransferasa (cataliza la transferencia
de grupos acilo), la a-aminotransferasa, la o-ceto descarboxilasa y la alcohol
deshidrogenasa, entre otras. La y-caprolactona (Tabla 4.17) es un componente aromatico de

las flores y una feromona de insecto (Nufiez y Martin, 1990). Este compuesto mostrd una
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tendencia similar en la muestras de bebida de almendra tratadas por UHPH comparada con
las tratadas por PA. Sin embargo, las muestras tratadas por UHT, presentaron una
disminucion significativa (p < 0.05) comparada con el resto de los tratamientos empleados.
Las condiciones del tratamiento UHT pudieron provocar la degradacion de éste compuesto

generando otros volatiles diferentes.

Furanos

De la familia de los furanos se identificé un solo componente, el 2-metil-tetrahidrofurano
(Tabla 4.17), el cual se considera indicadore de la intensidad de los tratamientos térmicos,
ya que se pueden formar como productos de la reaccion de Maillard (Achouri et al., 2007 y
Yuang y Chang, 2007%). La conversion de azucares tales como fructuosa y en menor grado

la glucosa actiian como precursores en la formacion de furanonas.

2-metil-tetrahidrofurano, aumento6 progresivamente en los licuados tratados térmicamente y
UHPH, pero este aumento so6lo fue significativo en los tratados por UHPH a 200 MPa 75
°C, comparado con el resto de los tratamientos aplicados. Los pardmetros empleados
durante el tratamiento UHPH (300 MPa, 75 °C) pudieron provocar el incremento del volatil
mencionado. Este compuesto no fue afectado por las condiciones utilizadas en las muestras

tratadas térmicamente y las tratadas y las restantes tratadas por UHPH.
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4.3 Eficacia de los tratamientos UHPH en la letalidad de microbiota potencialmente

alterante de la bebida de almendra

Las esporas bacterianas (= endosporas) son contaminantes comunes en los alimentos y las
fuentes de contaminacion en la cadena alimentaria son el suelo, las heces, los propios
alimentos y los ingredientes o aditivos utilizados en su elaboracion. Debido a la ubicuidad y
a su a resistencia y la persistencia durante periodos largo de tiempo, es casi imposible de
evitar su presencia como contaminante de los alimentos y de las instalaciones alimentarias
(Carlin, 2011). La concentracion de esporas en algunos alimentos e ingredientes como
especias, alimentos vegetales deshidratados o harinas puede ser muy alta (superior a 10> a
10° esporas /g) y debido a su implicacion en toxinfecciones alimentarias y en el deterioro
de los alimentos, la inactivacion de las esporas de Bacillus spp. es un objetivo importante
en la elaboracion de alimentos, aunque para ello se requieren tratamientos tecnoldgicos
intensos que pueden tener efectos negativos sobre su perfil sensorial y nutricional
(Postollec et al, 2012). Las endosporas bacterianas inactivas (en fase durmiente) son
extremadamente resistentes al calor y otros tratamientos de conservacion, tales como la
irradiacion, los productos quimicos o la presion, en comparacion con las células vegetativas
(Chaves-Lopez et al., 2009) y dicha resistencia, especialmente al tratamiento térmico,
puede atribuirse a tres factores principales: la deshidratacion de los protoplastos, la

mineralizacion de la célula y la adaptacion térmica (Oomes et al, 2007)

Recientemente se han realizado diversas investigaciones en relacion a los efectos de la
homogeneizacion a alta presion sobre la inactivacion de esporas de diferentes de especies
de bacterias esporuladas obtenidas en colecciones de cultivos tipo, en licuado de leche y
zumo de naranja (Amador-Espejo et al., 2014b, Roig-Sagues et al., en prensa). En estas
investigaciones se observo que hay cierta resistencia de las esporas a este tratamiento
UHPH, siendo aconsejable para conseguir los mejores resultados la combinacion del efecto
de la presion y sobre todo de la temperatura de entrada del producto. En nuestro estudio, se
realizo la evaluacion del efecto de la UHPH en la letalidad de esporas propias del licuado
de almendra, siendo el objetivo de este estudio por una parte aislar e identificar las formas

esporuladas caracteristicas y propias del licuado y que mostraron resistencia al tratamiento
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de UHPH a 300 MPa, para posteriormente determinar su letalidad a esta presion con

temperaturas de entrada de 55, 65 75 y 85°C.

Entre las esporas mesoéfilas aisladas de los licuados tratados a 300 MPa a 55 y 65°C se
identificaron varios géneros y especies de Bacillus, siendo los mas frecuentemente aislados
B. cereus, B. subtilis y Lysinibacillus spp., lo que coincide parcialmente con los
determinados por Postollec et al. (2012) quienes investigaron la incidencia de bacterias
formadoras de esporas en 90 productos alimenticios (materias primas, ingredientes
deshidratados y alimentos procesados), siendo las especies mas frecuentemente B. cereus,
B. subtilis y B. licheniformis, especialmente en productos vegetales deshidratados. Bacillus
cereus, se encuentra de forma habitual en los alimentos fescos y procesados debido a la
elevada resistencia de sus esporas tanto a los agentes fisicos como quimicos. Este
organismo se asocia a dos tipos de sindromes gastrointestinales, denominados de tipo
emético y tipo diarreico (Ju et al., 2008; De Jonghe et al., 2010). B. subtilis se considera
una causa comun de deterioro de los alimentos. Sus esporas son resistentes al calor, por lo
que a suele frecuentemente se utiliza como microrganismo de referencia para evaluar la
eficacia de los procesos tecnologicos cuya finalidad es prolongar la vida util de los

alimentos procesados (Jagannath et al., 2005).

En la Tabla 4.18 se muestran las temperaturas de entrada utilizadas en este estudio (Ti), la
temperatura maxima alcanzada por la muestra después de pasar a través de la valvula (Tv)
y la temperatura final tras el intercambiador de calor (Tf), asi como el incremento de la
temperatura observado para cada 100 MPa de presion aplicada (AT/100 MPa), el cual
aunque de forma no lineal disminuy6 a medida que aumentaba la temperatura de entrada.
Ello coincide con los resultados obtenidos por otros autores que aplicaron tratamientos
UHPH con el mismo disefio de la valvula de homogeneizacion (Stansted Fluid Power Ltdt)
y temperaturas de entrada similares en leche y zumo de naranja (Amador-Espejo et al.
2014b, Roig-Sagues et al. En prensa). El aumento de temperatura que se produce durante
los tratamientos de UHPH se ha estudiado extensamente y es una consecuencia de
diferentes fenomenos que ocurren simultdneamente en el valvula de homogeneizacion, tales
como cavitacion, tension de cizallamiento, y cambios en energia cinética (Diels et al,

2003;. Dumay et al, 2013).
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bebida de almendras.

Tabla 4.18 Control de la temperatura y de la presion durante el procesado UHPH de la

Presién (MPa) Ti (° C) Tv (° C) Tf(° C) AT/100 Mpa
312.61 = 6.59 5531+ 0.69 11039+ 1.69 10.25+1.50 18.36
308.83 +2.61 65.60 + 0.32 120.50 £0.47  11.88+0.71 18.30
311.06 + 7.87 75.81 + 1.77 130.05+1.82  13.78 +1.57 18.08
310.78 + 8.91 83.84 +2.61 13622 £2.18  15.78 + 1.65 17.46

Ti: Temperatura de entrada; Tv: temperatura tras la valvula de homogeneizacion; Tf: temperatura

tras el intercambiador de calor

Las esporas de B. cereus, B. subtilis y Lysinibacillus spp, se inocularon en la bebida de
almendra esterilizada, con un recuento inicial entre 5-6 log ufc/mL. Con el fin de
determinar la eliminacion total de las cepas inoculadas y la posible recuperacion de células
subletalmente dafiadas, las muestras tratadas por UHPH se incubaron durante 10 dias a 30
°C. Todos los tratamientos aplicados causaron una reduccion significativa en todas las
cepas inoculadas (p <0.05), observandose que el incremento en la Ti produjo un incremento
significativo (p <0.05) en la letalidad de las esporas, hasta conseguir su completa la
inactivacion (Figura 4.4). Como se comentd anteriormente, el incremento de temperatura
producido en el licuado de almendra tras pasar por la valvula de homogeneizacion, aunque
con un periodo de tiempo corto, pudo tener un efecto notable en el grado de inactivacion de
las esporas. Este efecto también ha sido observado en otros trabajos realizados con esporas,
concretamente de Bacillus licheniformis (Feijoo et al, 1997), de B. cereus, B.
licheniformis, B. sporothermodurans, B. subtilis y Geobacillus stearothermophilus
(Amador Espejo et al., 2014), en B. subtilis y G. stearothermophilus (Georget et al., 2014)
y Alyciclobacillus spp (Roig-Sagués et al., en prensa).

También se apreciaron diferencias significativas (P <0,05) en el grado de letalidad entre las
cepas evaluadas bajo las mismas condiciones de UHPH, que puede ser atribuido a las
diferencias entre las cepas en su resistencia a este tipo de tratamiento. El microorganismo
mas sensible fue Lysinibacillus spp, el cual presentd su letalidad maxima a partir de los 300

MPa 65 °C, consiguiendo la esterilidad del producto (Figura 4.4). Entre B. subtilis y B.
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cereus no se observaron diferencias en la letalidad a 65, 75 y 85°C, consiguiendo la

letalidad completa a partir de los 75 °C.

8.00

300/55 300/65 m™300/75 ™ 300/85
7.00

bx bx
6.00 " bx bx bz bx bx
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0.00

B. subtilis B. cereus Lysinibacillus
Cepas esporuladas

Figura 4.4. Letalidad de los tratamientos UHPH a 30 MPa, 55, 65, 75 y 85 °C sobre
esporas de Bacillus cereus, B. subtilis y Lysinibacillus spp. (Se representan los valores
medios + desviacion estandar). a y b: Para cada cepa de Bacillus con diferentes
tratamientos, la media de las barras con diferentes letras son significativamente diferentes
(p < 0.05). x-z: para cada temperatura de entrada entre diferentes cepas, la media de las
barras con diferente letras son significativamente diferentes (p < 0.05).

Amador-Espejo et al. (2014a) evaluaron el efecto de diferentes temperaturas de entrada
desde 55° C a 85° C sobre la eficacia de un tratamiento de 300 MPa UHPH frente a
diferentes microorganismos esporulados inoculados en leche (B. cereus, Bacillus
licheniformis, sporothermodurans Bacillus, B. subtilis y Geobacillus stearothermophilus,
determinando, de forma similar a nuestro estudio, que el efecto letal de los tratamientos
incrementaron notablemente cuando las temperaturas de entrada aumentaron por encima de

65°C, consiguiendo una reduccion superior a 5 unidades logartimicas y esterilidad en la
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mayoria de cepas a 75°C, a excepcion de B. subtilis y Geobaacillus stearothermophilus en
los que solo se consiguid su inactivacion a 85°C. Al comparar la letalidad de B. subtilis
CECT 4002, por lo tanto de coleccion, inoculado en leche en relacion al B. subtilis aislado
de licuado de almendra e inoculado es esta matriz, se observo que este ultimo es mas
susceptible a los tratamientos UHPH aplicados en las mismas condiciones, auqnue la
susceptibilidad de las esporas a los tratamientos tecnologicos pueden diferir en funcion de

la matriz en la que estan inoculados (Sharma et al. 2009).

Hay divergencia de opiniones acerca del mecanismo de accion de los tratamientos UHPH
en la letalidad de las esporas, y de si la elevada letalidad obtenida a altas temperaturas de
entrada es debida al efecto del incremento de la temperatura tras el paso por la valvula de
homogeneizacion. Chaves-Lopez et al., (2009) postularon que cuando las esporas pasan a
través de la valvula de homogeneizacion se puede estimular la germinacion de las esporas
como resultado de la liberacion del &cido picolinico presente en el ntcleo de las esporas y
la absorcion de agua, lo que hace que sean mas sensibles a las fuerzas mecanicas y de calor.
Sin embargo, Georget et al. (2014) demostraron que al menos en B. subtilis y G.
stearothermophilus no se produce de forma significativa la induccion de la germinacion
independientemente de la presion (entre 200 y 350 MPa) y de la temperatura de entrada

(entre 37 y 85 °C).

Chaves-Lopez et al., (2009), evaluaron la influencia del tratamiento de UHPH a 150 MPa
aplicada uno, dos o tres ciclos, en la inactivacion de esporas de Bacillus cereus y Bacillus
subtilis incoluadas en agua destilada esterilizada, obteniendo una reduccion de so6lo 0,5 log
ufc/mL para B. subtilis y 0,3 ufc/mL para B. cereus, mientras que al aplicar tres ciclos la
reduccion aument6 a 5 unidades logaritmicas. Segun estos autores la ultra-rapida depresion
producida en las esporas durante los tratamientos de alta presion homogeneizacion (HPH),
podria causar una ruptura mecanica de la capa y la corteza, lo que permite que se libere
acido picolinico (DPA), componente caracteristico de las esporas. Asi al comparar, las
muestras tratadas y no tratadas observaron que el tratamiento con HPH a 150 MPa se
produce una liberacion de un 16% al 28% de DPA, lo cual no se relaciona con la
inactivacion de esporas. Sin embargo, tras tres ciclos de tratamiento, no asociado a un

increment6 de temperatura se observd un aumento de la DPA liberado hasta un 52%, ello
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junto con letalidad obtenida sugieren un posible dafio irreversible de la espora en las

condiciones mas severas de presurizacion.

Sharma et al. (2009), en un estudio realizado con Clostridium sporogenes inoculado en
licuado de soja tratado mediante UHPH con un equipo con un disefio muy diferente al de
UHPH-Stansted, determiné que la presion tuvo un papel significativo en la inactivacion de
las esporas, siendo el valor D a 121 ° C determinado por el método de tubo capilar mucho
mayor que el calculado al aplicar presiones de 207 MPay 276 MPa. Segln estos autores
el menor valor D observado en las muestrasr tratadas por UHPH, se puede asociar a los
multiples efectos de las fuerzas mecénicas de cizalla que favorecieron el aumento de la
inactivacion de las esporas de C. sporogenes, aunque consideraron igualmente, que la
temperatura era un factor especialmente significativo en el aumento de la inactivacion de

las esporas.

Entre los estudios en los que se aplicado equipos UHPH Stansted hay una cierta
incertidumbre del efecto sinérgico de la presion y la temperatura. Amador-Espejo et al.
(2014b) consideraron que era dificil evaluar por separado el efecto del calor y el efecto
mecanico sobre la espora en los procesos de inactivacion en los tratamientos UHPH a
temperaturas tan elevadas y con un tiempo de retencidon tan corto y poco preciso (<0.5 s
después la valvula de homogeneizacion). Igualmente, Roig-Sagués et al. (en prensa) tras la
revision bibliografica del valor D y Z de los tratamientos térmicos de esporas de
Alyciclobacillus concluyeron que ante la variabilidad de los valores D y Z determinados por
los diferentes autores, no podia afirmarse que hubiera un efecto sinérgico entre la presion y
la temperatura, aunque matizan que si se tiene en cuenta el hecho de que el tiempo de
retencion del producto a la temperatura maxima no puede ser determinada con precision, y
que los valores D también dependen de las cepas, no puede desestimarse la posibilidad de
que la presion juegue un cierto papel en el efecto letalidad de las esporas. Sin embargo,
Georget et al. (2014) determinaron que no existia correlacion alguna entre la presion (entre
200 y 350 MPa) y si con la temperatura alcanzada tras la valvula en la inactivacion de las
esporas de B. subtilis y Geobacillus stearothermophilus, considerando que el tiempo de
retencion calculado en su equipo fue de 0,24 s. Paralelamente esos autores realizaron la
determinacion del valor D y Z de ambas cepas de esporas en una solucién tampon tratadas

térmicamente, lo que les permitié calcular la reduccion que se podria producir por el
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incremento de la temperatura tras el tratamiento UHPH con un tiempo de retencion de 0,24
s, concluyendo que la temperatura fue el factor determinante en la letalidad de las esporas
en los tratamientos UHPH. A pesar de todo, segin estos autores parece que hay una
presion umbral minima que debe ser alcanzada (300 MPa) para que comience a producirse
dicha inactivacion de las esporas, siempre y cuando vaya asociada a temperaturas de

entrada superiores a 55°C, que coincide con los resultados observados en este estudio.

Si se tiene en cuenta los valores de referencia de la literatura, especialmente de los estudios
mas recientes, para las dos cepas mas resistentes en nuestro estudio, B. subtilis y B. cereus,
se puede calcular la letalidad asociada a la temperatura alcanzada tras la valvula (Tv),
considerando que la incerteza del tiempo de retencion calculado es de entre 0,3 y 0,5 s
(Tabla 4.19). Los valores Dy Z de B. subtilis se han calculado para dos grupos (sensibles y
mas termoresistentes) seglin la evaluacion realizda en 15 cepas diferentes por Berendsen et
al. (2014) y segun los valores propuestos por Georget et al. (2014), que utilizaron la cepas
de B. subtilis tanto para evaluar su valor D y Z asociado al tratamiento térmico como para
realizar la evaluacion de su letalidad mediante tratamiento UHPH. En el caso de B. cereus
los valores D y Z se han calculado segun la evaluacion realizada por Luu-Thi et al (2014)
en 36 cepas de B. cereus, seleccionado los valor D y Z de los grupos filogenéticos de
carécter mesofilico y considerando el valor minimo y maximo determinado en su letalidad,
asi como de los valores propuestos por Van Asselt y Zwietering (2006) los cuales

realizaron una revision exhaustiva de los valores D y Z en diversos articulos publicados.

Al calcular los valores de letalidad asociada a los tratamientos UHPH, se aprecia que al
menos a la temperaturas de entrada de 55° y 65°, cuya Tv es de aproximadamente 110 °C y
120 °C, se observo que la letalidad fue muy superior a la que se produciria sélo por el
efecto de la temperatura en ambas cepas (Tabla 4.19). A temperaturas de entrada de 75 o
superiores (Tv > 130 °C) se observa una cierta disparidad en funcion de los célculos
estimados en los diferentes estudios, de forma que segun los valores D y Z considerados, en
algunos casos la temperatura seria el Gnico factor que podria explicar la eliminacién de las
esporas en los tratamientos UHPH, y en otros se explicarian por la accion sinérgica de la
temperatura y la presion de homogeneizacion, por lo que coincidiendo con Roig-Sagués et
al. (en prensa) no puede desestimarse que la presion juegue un cierto papel en el efecto de

la letalidad de las esporas en los tratamientos UHPH.
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Tabla 4.19. Letalidad calculada (log ufc/mL) en B. subitilis y B. cereus en funcioén de la temperatura alcanzada tras la valvula de
homogeneizacion (Tv) en los tratamientos UHPH a 300 MPa, a 55, 65, 75 y 85 °C.

Cepa Tv (°C) Letalidad UHPH D calculada (s) Letalidad (0.3 S) Letalidad (0.5 s) Referencia
110.4 2.33 2.24 0.13 0.22 A
309.91 0.00 0.00 B
11.05 0.03 0.05 c
120.5 2.37 0.30 1.00 1.67 a
41.37 0.01 0.01 b
. 1.23 0.24 0.41 c
B. subtilis 130.1 5.11 0.04 6.73 11.22 a
6.17 0.05 0.08 b
0.15 1.94 3.24 c
136.2 5.70 0.01 23.00 38.33 a
1.81 0.17 0.28 b
0.04 7.42 12.37 c
1104 3.32 5.36 0.06 0.09 d
52.38 0.01 0.01 e
14.90 0.02 0.03 f
120.5 3.56 0.52 0.57 0.96 d
5.11 0.06 0.10 e
B. cereus 2.28 0.13 0.22 f
130.1 5.33 0.06 5.18 8.63 d
0.57 0.53 0.88 e
0.39 0.78 1.29 f
136.2 5.38 0.01 21.43 35.71 d
0.14 2.19 3.65 e
0.12 2.44 4.06 f

B. subtilis: a) T:120°C; D: 0.33 s; z=11.56 °C (Berendsen et al., 2014); b) T:120°C; D: 45.70 s; z=11.56 °C; ¢) ) T:120°C; D: 1.37 s;
z=10.60 °C Georget et al ( 2014)

B. cereus: d) T:120°C; D: 0,59. s; z=10 °C (Luu-Thi et al. (2014); e) T:120°C; D: 5,73. s; z=10 °C (Luu-Thi et al. (2014); f)
T:120°C; D: 2,50 s; z=12.4 °C
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4.4 Estudio de la calidad de licuados de almendra durante el almacenamiento

Después de analizar los resultados de los estudios anteriores, se seleccionaron las condiciones de
tratamientos UHPH que podrian considerarse como alternativas a la pasteurizacion. Los
tratamientos UHPH 200 MPa, 55 °C y 200 MPa, 75 °C corresponderian a una pasteurizacion baja
y alta respectivamente. Como ya se ha descrito en materiales y métodos, se partio de un licuado
PB que se utilizo para realizar los tratamientos UHPH correspondientes, un tratamiento térmico
de pasteurizacion convencional (90 °C, 90 s) dejando una porcion de PB para un mejor analisis
de los resultados. Estas muestras se almacenaron a 4 °C en suficientes recipientes individuales
para su seguimiento posterior los dias 1, 7, 14, 21 y 28 d. Los andlisis realizados fueron

destinados a determinar la calidad global de los licuados asi como su vida util.

4.4.1 Calidad microbiologica y evaluacion del pH

En la Tabla 4.20 se muestra la evolucion del recuento de las mesofilas aerobias totales, de las
esporas aerobias, y de Bacillus cereus durante 21 dias de almacenamiento a 4 °© C de bebidas de
almendra tratadas por UHPH en comparacion con el producto base (BP) y con las muestras
pasteurizadas. Las muestras de los diferentes tratamientos, presentaron desestabilizacion fisica,

por lo que se decidio no tomar en cuenta los valores obtenidos en el dia 28.

Para todos los grupos microbianos se observd una disminucion significativa en el dia 1 para las
bebidas de almendra que se pasteurizaron y se trataron a 200 MPa, 55 y 200, 75 ° C, en
comparacion con el producto base. En el caso de las enterobacterias, el efecto de los tratamientos
tecnolodgicos produjeron su completa reduccion (datos no mostrados), en consonancia con los
resultados obtenidos por Poliseli-Scopel et al. (2012) en leche de soja en la que se aplico
tratamientos similares. También Pereda ef al. (2007) obtuvieron la completa inactivacion de
coliformes al aplicar tratamientos de UHPH de 200 y 300 MPa a temperaturas de entrada de 30 y
40°C, sin embargo Smiddy et al. (2007) no consiguieron reducirlos significativamente tras tratar

leche de vaca cruda a 200 MPa y 55 ° C.

El recuento inicial de bacterias mesofilas en el BP fue de 5.25 log ufc/mL. Entre ellos, los grupos
predominantes probablemente eran las esporas y entre ellas B. cereus (3.31 log y 2.92 log
ufc/mL, respectivamente). Resultados que han sido muy similares a los obtenidos por otros

autores en leche de soja (Ferragut et al., 2011, Poliseli-Scopel et al., 2012). Si bien los recuentos
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de los diferentes microorganismos en las muestras tratadas por UHPH a 200 MPa 55 °C fueron
significativamente diferentes de aquellas muestras pasteurizadas, el tratamiento UHPH a 200
MPa 75° C fue el mas eficaz frente a todos los grupos de bacterias, especialmente en relacion a la
reduccion de B. cereus en el que se obtuvo su reduccidon total, observando diferencias

significativas (p <0.05) con las muestras tratadas por UHPH 200 MPa, 55 °C y las pasteurizadas.

Durante la conservacion a 4°C, las muestras de BP mostraron un aumento en el recuento total de
bacterias mesofilas (de 5.25 a 6.72 ufc/mL en el dia 14), asi como en las esporas (3.31 a 4.8 log
ufc/mL) y en B. cereus (2.92-6.92 log ufc/mL), que coincidié con una disminucion de pH
especialmente en el dia 21 (Tabla 4.20). El recuento total de bacterias, esporas y B. cereus,
aumentaron progresivamente en las muestras pasteurizadas y UHPH 200 MPa, 55 °C durante el
almacenamiento a 4 °C, aunque en general, no se observaron diferencias significativas (p > 0.05)
entre los recuentos en funcion del tratamiento aplicado, salvo una excepcion, en el dia 21, en el
que se observo que el recuento de bacterias mesoéfilas totales fueron significativamente mayores
en las muestras tratadas por UHPH a 200 MPa 55 °C respecto a las pasteurizadas. En ambos
tratamientos se produjo durante el almacenamiento la recuperacion de células vegetativas sanas,
subletalmente lesionadas o la germinacion de esporas, al contrario de los resultados obtenidos por
Poliseli-Escopel et al. (2013) el leche de soja quienes consiguieron la inactivacion completa. Ello
puede ser debido a la diferente composicion quimica y de la microbiota nativa entre la leche de

soja y la bebida de almendra.

Se podria concluir que el aumento de la temperatura de entrada a 75 © C en los tratamientos de
UHPH a 200 MPa es mas eficaz en la prevencion de la proliferacion de la microbiota de

alteracion de la bebida de almendra, prolongandose asi la vida comercial del producto.
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Table 4.20. Evolucion del recuento de bacterias aerobias mesofilas, esporas aerobias

mesofilas y and B. cereuss (log cfu/mL) en el product base (BP), pasteurizado (PA) and
UHPH (200 MPa, 55 y 75 °C) en bebidas de almendras conservadas a 4 °C durante 21 d.

Bacteri Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21
a::ﬂf;:s BP 52540.65°  5.0040.14°  6.72+0.23%A NE

meséfilas PA 3.16£0.10°°  4.07+0.17°¢  4.47+0.08*®  4.80+0.14"

totales 200 MPa/55°C  2.9240.06°C  3.06:0.16°C  4.90+0.18°®  5.80+0.10°*

200 MPa/75°C  2.50+0.20% 2.2240.08%€  2.90+0.50°C  3.40+0.20°*

Esporas BP 3312010 32340 14 45840 12°°  4.8040 14~

aefobias PA 2.65+0.07°  2.47+0.24°® 2454047 3.23+0.38%4

esofilas 200 MPa/55°C 2.28+0.17°®  3.10+0.27**  2.80+0.04°* 2.93+0.21%

200 MPa/75°C  1.60£0.26% 2.17+0.16°*  2.41+£0.23%*  2.01+0.56°*

BP 2.9240.64°C  4.89+0.51*  6.55+0.52**  6.92+0.27**

B. cerels PA 1.81£0.04°*  1.9140.34°*  2.91+0.09**  2.16+0.04**

' 200 MPa/55°C  0.99+0.08®  1.56+0.70°*  2.20+0.70°*  2.10+0.05°*
200 MPa/75 °C ND? ND¢ ND¢ ND¢

NE: No evaluada

ND: No Detectado (< 0.5 ufc/mL)
a-d: Diferentes superindices en la misma fila, indica diferencia significativa en cada grupo microbiano
durante su almacenamiento (p < 0.05).
A-C: Diferentes superindices en la misma columna, indica diferencia significativa entre los tratamientos
aplicados de cada grupo microbiano (p < 0.05).

En relacion al pH mostro estabilidad en su valor (alrededor de 7.3), durante los primeros 14 dias
de almacenamiento en las muestras de bebida de almendra (Tabla 4.21). Sin embargo, tanto el
producto base como las muestras pasteurizadas disminuyeron significativamente a partir del dia
21. Sin embargo, en las bebidas de almendra tratadas por UHPH, la disminucion significativa de
pH se observé en el dia 28. La reduccion en el pH, parcialmente puede estar relacionada con la
produccion de acido durante el crecimiento de los microorganismos, aunque no justificaria las
diferencias entre las muestras pasteurizadas y tratadas por UHPH a 200 MPa y 55C. Ademas, se
puede asociar a la desestabilizacion observada en las bebidas de almendra en el dia 28. La
tendencia en el crecimiento de los microorganismos asociada a la disminucion en el pH fue
similar a la observada por Poliseli-Scopel ef al. (2013) en leche de soja tratada en condiciones

UHPH similares.
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Tabla 4.21. pH de bebidas de almendra almacenadas a 4 °C, por un periodo de 28 dias.

Tratamiento Dial Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
PB 7.23+0.02°® 7.33+0.03** 7.30+0.04** 7.03+0.01°° 6.25+0.01°
PA 728 +£0.02*4 7.28+0.04* 7.22+0.04** 7.01+0.01°® 6.10+0.01

200 MPa/55 °C 7.28 +£0.04* 7.30+0.00* 7.31+£0.05* 7.30+£0.01** 7.09+0.01°®
200 MPa/75 °C 727 +0.00°® 7.28+0.02* 7.28+0.06 7.29+0.01** 7.06+0.01"®

a-d:superindices de letras minascula diferentes en la misma columna indica diferencia significativa de pH
entre los tratamientos (p < 0.05).

A-D: superindices de letras mayusculas diferentes en la misma fila indica diferencia significativa de pH
durante el almacenamientos (p < 0.05).

4.4.2 Estabilidad fisica durante el almacenamiento de las bebidas de almendra

La bebida de almendra es un extracto de las semillas de almendra en forma de una emulsion
compleja de aceite en agua. En el presente estudio se adiciond lecitina como emulgente, para
asegurar la estabilidad del producto por el déficit de proteina presente en el fruto. Aunque en las
emulsiones el principal modo de desestabilizacion es el cremado, con los medios disponibles no
se pudo realizar una adecuada cuantificacion de este fenomeno, dado que el contenido de grasa
de las bebidas de almendra fue de alrededor del 1%, y por tanto, la medida de la capa de cremado
no resultd viable. A esta limitacion, hay que sumar el hecho de que la centrifugacion de las
bebidas tratadas por UHPH no es capaz de provocar un cremado suficiente (incluso en
emulsiones con mayor contenido en grasa), ya que la reduccion del tamafio de las gotas de aceite
impide la migracion de gran parte de la fraccion grasa a la superficie, incluso en condiciones de
ultracentrifugacion (datos no mostrados). Sin embargo, en licuados vegetales, ademas del
cremado, otro fenomeno de desestabilizacion evidente, y que afecta a la calidad de los mismos, es
la sedimentacion de particulas solidas procedentes de la molienda, parte de las cuales, a pesar de
la etapa de filtrado, constituyen una fracciéon de alta densidad susceptible de provocar
sedimentacion. Por ello, en presente estudio, se decidio estimar la estabilidad fisica de las
bebidas de almendra mediante la determinacion de solidos sedimentados después de la
centrifugacion (% p/p). Este pardmetro estd relacionado con la desestabilizacion potencial del

sistema coloidal a través de los valores méximos de sedimentacion que se puede producir en las
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condiciones de centrifugacion aplicadas. Al mismo tiempo, se realizaron observaciones visuales
paralelas de la desestabilizacion espontanea de las bebidas de almendra durante el

almacenamiento.

La bebida de almendra es un extracto de las semillas de almendra en forma de una emulsion
compleja de aceite en agua. En el presente estudio se adiciond lecitina como emulgente, para
asegurar la estabilidad del producto por el déficit de proteina presente en el fruto. Aunque en las
emulsiones el principal modo de desestabilizacion es el cremado, con los medios disponibles no
se pudo realizar una adecuada cuantificacion de este fenomeno, dado que el contenido de grasa
de las bebidas de almendra fue de alrededor del 1%, y por tanto, la medida de la capa de cremado
no resultd viable. A esta limitacion, hay que sumar el hecho de que la centrifugacion de las
bebidas tratadas por UHPH no es capaz de provocar un cremado suficiente (incluso en
emulsiones con mayor contenido en grasa), ya que la reduccion del tamaifio de las gotas de aceite
impide la migracion de gran parte de la fraccion grasa a la superficie, incluso en condiciones de
ultracentrifugacion (datos no mostrados). Sin embargo, en licuados vegetales, ademas del
cremado, otro fenomeno de desestabilizacion evidente, y que afecta a la calidad de los mismos, es
la sedimentacion de particulas sélidas procedentes de la molienda, parte de las cuales, a pesar de
la etapa de filtrado, constituyen una fracciéon de alta densidad susceptible de provocar
sedimentacion. Por ello, en presente estudio, se decidi6 estimar la estabilidad fisica de las bebidas
de almendra mediante la determinacion de s6lidos sedimentados después de la centrifugacion (%
p/p). Este parametro esta relacionado con la desestabilizacion potencial del sistema coloidal a
través de los valores maximos de sedimentacion que se puede producir en las condiciones de
centrifugacion aplicadas. Al mismo tiempo, se realizaron observaciones visuales paralelas de la

desestabilizacion espontanea de las bebidas de almendra durante el almacenamiento.
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Figura 4.5. Peso de sélidos sedimentados (% p/p) de las bebidas de almendra.

a-c Letras diferentes en las barras, indican diferencias significativas entre tratamientos, p < 0.05.

A-C, Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas (p < 0.05) durante el
almacenamiento para un mismo tratamiento.

4.4.3. Color

La calidad de los alimentos viene condicionada por numerosos factores, algunos de los cuales
afectan directamente a las caracteristicas sensoriales. El color y la apariencia es la primera
apreciacion que el consumidor tiene de un alimento, condicionando sus preferencias e influyendo
en su eleccion. Esta caracteristica, a su vez esta relacionada con cambios fisicos y quimicos
experimentados en el procesado de alimentos, por lo que el color, en ocasiones puede determinar
la validez de los tratamientos aplicados. Desde el punto de vista de las propiedades fisicas de los
sistemas coloidales, el tamafio de particula, y en particular el de las gotas de la emulsion, estd
relacionado con la luminosidad del producto. Este atributo del color en las emulsiones esta
correlacionado con la eficiencia de la dispersion de la luz sobre las gotas, y a su vez, con el

tamafio y concentracion de las mismas (Chantrapornchai et al.,1998).

Se evalu6 el color para determinar el efecto de los tratamientos y su evolucion durante el

almacenamiento, a través de los pardmetros CIEL*a*b*. A partir de las coordenadas L* a* b*, se
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calcularon la pureza de color o saturacion (C*), el tono (h*), y la diferencia de color entre los

tratamientos UHPH y PA en los diferentes periodos de almacenamiento (Tabla 4.11).

La luminosidad (L*) o claridad es el atributo de color asociado a la capacidad de reflejar o
transmitir la luz de un objeto (Kwok et al., 1999), en donde un valor cero de L* se corresponde
al negro y 100 al blanco. Los valores de las muestras tratadas por UHPH fueron mayores que los
obtenidos en las muestras PA y PB (p < 0.05), por lo tanto, las bebidas UHPH fueron mas claras.
Sin embargo,, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de UHPH (p >
0.05). El incremento de luminosidad en las muestras UHPH esta relacionado con la considerable
reduccion de tamafo de particula experimentado por la intensa homogeneizacion (Poliseli ef al.,
2013). Esta reduccion causa una gran dispersion de la luz, que en suma provoca un incremento de
la relexién difusa y por tanto de la luminosidad del producto. McClements et al. (1998),
desarrollaron un modelo tedrico para predecir la luminosidad y color (rojo, en este caso) de
emulsiones alimenticias y su influencia con las gotas (radio y concentracion) sobre el color y
encontraron que, a mayor tamafio de gotas, la eficiencia de la dispersion era menor, provocando
una reduccion de la luminosidad. Por tanto, el aumento de la fraccion de superficie de gotas en la
UHPH (por disminucion del tamafio), explica el comportamiento de L* en las bebidas de

almendra.

Durante el almacenamiento (Tabla 4.22), se mantuvo la tendencia inicial de los diferentes
tratamientos, asi como la estabilidad en este atributo a lo largo de los 21 dias de almacenamiento,

especialmente en las bebidas UHPH.

Las coordenadas a* y b* en todas las bebidas, tuvieron valores negativos y positivos
respesctivamente, indicando que el verde y amarillo fueron los primarios que contribuyeron al
color de las bebidas, con predominancia del amarillo. Los valores de a* fueron significativamente
(p < 0.05) menores en PA comparados con los tratamientos UHPH y, a su vez, la bebida 200, 75
°C presentd un valor mayor que la 200, 75 °C. Durante el almacenamiento, en general, esta
coordenada experimentd un incremento en los valores en todos los tratamientos. La contribucion
de b* fue menor en las bebidas UHPH que en las PA y PB y su evolucion durante el
almacenamiento fluctu6 en los valores, aunque manteniendo la tendencia inicial de los diferentes

tratamientos.
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Para disponer de una idea mas intuitiva, las coordenadas a* y b* se transformaron en tono (h*) y
pureza de color (C*) (Tabla 4.21). Los valores de estos atributos indican que PB y PA tuvieron
un tono mas marcado de amarillo con una mayor pureza de color que las UHPH. Por otra parte,
comparando los tratamientos UHPH, las condiciones 200 MPa, 75 °C produjeron una reduccion

en ambos atributos del color, debido a la mayor severidad del efecto térmico

Tabla 4.22. Efecto del tratamiento sobre los parametros CIE-L"a’b", en la bebida de almendra

(promedio + desviacion estandar).

E3

Tratamiento Dia L* a¥ b* h*ab Ca AEpa
PB 1 814+02® -09+0.0% 7.6+00" -1.5£0.0° 7.7£0.0"® 6.9+0.1°°
PB 7 764+0.0° -1.1+0.0%  63+0.0°°  -1.4+0.0"*  6.45+£0.0°° 8.4+0.1**
PB 14 79.9+04€ -1.0+02"% 7.0+0.7%¢ -1.4+0.0"®  7.1+0.7°¢  8.4+0.3**
PB 21 82.0+02 -09+0.0" 8.6+0.1*  -1.5+0.0°°  8.7+0.1**  7.1+0.0*®
PA 1 87.6+0.1"® -05+0.0" 51+0.1 -1.5+.0.0° 5.1+0.1**

PA 7 844+0.0° -07+0.0° 3.9+0.0°° -1.4+0.0"* 6.4+0.0°

PA 14 87.95+0.0" -0.8+0.0 45+0.0° -1.4+0.0"® 4.6+0.0°°

PA 21 87.9+0.0%*  -0.7+0.0°® 4.8+0.0®  -1.4+.0.0°° 4.8+0.0°®

200,55 1 893+0.0" -08+0.0" 3.8 £0.0 -14+0.0° 3.940.0* 22+0.1™
200,55 7 858 £0.2°° -1.0+0.1"P 2.7+0.0P° -1.4+.0.0° 2.8+0.0° 1.9+0.0°
200,55 14 893+0.0 -1.1+£0.0°%¢ 3.0+0.0° -1.240.0* 3.240.0C 2.2+0.1°8
200,55 21 89.8+0.0 -0.8+£0.0" 32+0.0% 1.32+0.00® 3.4+0.0® 24+0.1"
200,75 1 89.1+0.0" -1.0+£0.0% 3.5+0.0% -1.3£0.0° 3.6£0.0 23+0.10
200,75 7 857+0.1 -13+0.0C 23+00" -14+0.0° 2.6+0.0° 22+0.0
200,75 14 88.9+0.0" -12+0.0"? 26+0.0% -1.1£0.0% 2.8+0.0 2.3+0.1°8
200,75 21 893+0.0* -09+0.0% 27+0.0%® -1.240.0® 29+0.0®" 2.5+0.03"

! Valores medios + d.e. de los parametros de color. AE fue calculado tomando como estandar a la
muestra tratada por PA. Superindice™® diferentes muestran diferencias significativas entre los
tratamientos (p < 0.05). Superindice™™ diferentes indican diferencias significativas durante el
tiempo de almacenamiento (p < 0.05).

La diferencia de color (AEpa) fueron calculadas tomando como referencia la muestra PA. Este
parametro muestra las diferencias que existen de los valores L*, a* y b* de la muestra estandar
con las tratadas, en este caso las UHPH y PB. La diferencia de color, fue mayor

significativamente para PB, mientras que las UHPH mostraron diferencias muy pequefias con
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PA. Aunque a simple vista, con observacion en paralelo se podia percibir esta diferencia,
probablemente es irrelevante a efectos de calidad global. La evolucion de la diferencia de color se

mantuvo muy estable a lo largo del almacenamiento en las bebidas tratadas por UHPH.

Poliseli ef al. (2013), trabajaron con leche de soja tratada por UHPH (200 MPa, 55y 75°C), PA'y
PB y analizaron el comportamiento de color durante el almacenamiento de 28 dias, encontrando
que los valores correspondiente a las coordenadas L*a*b* permanecieron estables durante el
periodo de almacenamiento en todos los tratamientos aplicados y, presentando una diferencia de
color AE mas importante para las muestras de leche de soja tratadas por UHPH; la tendencia del
color fue hacia el amarillo de manera general. Resultados que concuerda con estudios realizados
por Cruz et al. (2007), donde mostraron que la mayor diferencia de color AE fue para la leche de

soja tratada por UHPH comparada con la leche tratada por UHT.

4.4.4. Evolucion del perfil de compuestos volatiles en las bebidas de almendra durante el

almacenamiento.

Como se comentd en el capitulo 4.2, el perfil volatil, y en particular, algunos compuestos de esta
fraccion esta asociado a las caracteristicas de un alimento. Sin embargo, el tratamiento aplicado
puede modificar en mayor o menor medida la abundancia relativa de algunos compuestos
volatiles y su tranformacion en otros a lo largo de la vida comercial del alimento. En este estudio,
se ha tenido en consideracion los volatiles de mayor abundancia en las bebida de almendra (Tabla
4.23), siendo algunos (hexanal y nonanal) de los cuales de interés para analizar
comparativamente el grado de oxidancion. Aunque en este estudio también se cuantifico la
oxidacion primaria y secundaria a través, respectivamente del indice de peroxidos y del TBARS,
los valores obtenidos en ambos anlisis fueron muy bajos (del orden de 10™) y poco concluyentes
(resultados no mostrados), por lo que tomd mayor relevancia la identificacion de compuestos

volatiles relacionados con los procesos oxidativos.

El analisis de los compuestos volatiles de las muestras tratadas por PA y UHPH (200 MPa, 55 y
75 °C) durante el tiempo de almacenamiento se realizd a través del calculo de las areas de los
picos, los dias 1, 7, 14 y 21 de almacenamiento para estudiar la evolucion de los perfiles con

criterios comparativos entre los tratamientos aplicados (tabla 4.25).
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Tabla 4.23. Compuestos volatiles de mayor abundancia en la bebida de almendra.

Aldehidos Alcoholes Aromaticos Acidos
Benzaldehido 1-pentanol Benceno
Hexanal 1-hexanol p-etil-anisol Acido benzoico
Nonanal 1-heptanol Tolueno

1-octen-3-ol Estireno

I-nonanol

2-etil-1-hexanol
benzeneethanol

benzylalcohol

Como se menciond en el tema 4.2, el benzaldehido fue el principal compuesto, siendo
caracteristico del perfil aromatico de las almendras. Aunque se puede apreciar una disminucion
en la abundancia de benzaldehido a lo largo del almacenamineto, no se observaron cambios
significativos entre los tratamientos aplicados, excepto en PA el dia 14, (Tabla 4.24) con menor
abundancia que los tratamientos UHPH. El benzaldehido se degrada a acido benzoico por via
oxidativa y en benzil alcohol mediante hidrogenacion, lo cual es coherente con los resultados
obtenidos. Mexis et al. (2011), observaron resultados parecidos. El benzaldehido presentd una
disminucion durante el almacenamiento de 6 y 12 meses, en almendras irradiadas y empacadas,
comparadas con almendras enteras sin tratar, por lo que el tratamiento térmico puede ser

responsable de la degradacion de este compuesto durante el almaceniamiento.

El segundo compuesto en importancia fue el hexanal, que debido al gran impacto sobre el flavor
y su bajo umbral de deteccion es comunmente usado como indicador de la formacion de
productos secundarios de la oxidacion (Plutowska y Wardencki, 2007; Yuan y Chang, 2007).
Este compuesto sufrié un decremento durante el almacenamiento de las bebidas de almendra. Sin
embargo éste descenso solo fue significativamente diferente en las bebidas PA a partir del dia 7
en comparacion con el dia 1. En la Figura 4.6, se muestra la evolucion de este compuesto
quimico a través del tiempo. El hexanal sufrid6 un incremento en los tratamientos UHPH con
ambas temperaturas de entrada, aunque no se encontraron diferencias significativas entre

tratamientos ni en los dias analizados a pesar de la ligera disminucion de los valores observados
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en el dia 21. Aunque la diferencia en hexanal no fue significativamente diferente entre PA y los
tratamientos UHPH, debido a que la variabilidad observada fue elevada probablemente debido al
efecto de las producciones, parece evidente que el tratamiento UHPH produjo una mayor
oxidacion. Asi, a pesar de la degradacion posterior del hexanal, el contenido de éste siempre fue
mayor en las bebidas tratadas por UHPH. Teniendo en consideracion el proceso general de
elaboracion de las bebidas de almendra, los factores que probablemente afectaron mas a la
degradacion lipidica fueron las altas temperaturas y la exposicion lipidica de la fase dispersa a los
catalizadores. En los tratamientos UHPH, y en especial en los tratamientos utilizados en este
estudio, la temperatura maxima alcanzada por el fue de 115 °C durante menos de 1 s en el
tratamiento a 200 MPa, 75 °C. Por ello cabe suponer que la creacion de una gran superficie de
gotas de aceite expuestas debido a la UHPH es la causa de la mayor oxidacion de estas bebidas.
La disminucioén del hexanal se explica a través de diferentes vias degradativas tales como la
oxidativa, para formar acido carboxilico (Wilkens & Lin, 1970) y también puede ser reducido
para formar n-hexanol (Kakumyan et al., 2009). Mexis et al, (2011), encontraron un aumento de
hexanal durante el periodo de almacenamiento de 6 y 12 meses, en almendras irradiadas y
empacadas comparadas con almendras sin tratar a tiempo cero. Una tendencia similar
encontraron Beltran ef al., (2011), en aceite de almendra, donde el hexanal aument6 su valor
durante los primeros siete dias, seguida de un decremento en el dia 10, incrementando

nuevamente en el periodo final de almacenamiento (20 dias).
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Tabla 4.24. Evolucion de compuestos volatiles detectados en la bebida de almendra PA y tratada

durante el almacenamiento

dia 21

Compuesto Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21
Benzaldehido

PA 283% 1944° 181%°

200 MPa, 55 °C) 304" 2894 206" 1774
200 MPa, 75 °C) 2834 1974 2024 1754
Hexanal

PA 5344 20.7°° 18.6%°

200 MPa, 55 °C) 283.5% 67.3 68.9 41.74
200 MPa, 75 °C) 114.8 94,54 96.7 52.3%
Nonanal

PA 3.3% 2.8%° 228

200 MPa, 55 °C) 4.1 3.5M 4.7 4.1
200 MPa, 75 °C) 5.5M 4.99% 6.1 8.8
1-pentanol

PA 23.0™ 22.8% 19.8%

200 MPa, 55 °C) 29.34 2424 28.0% 20.24
200 MPa, 75 °C) 31.4% 31.5% 28.8% 2434
1-hexanol

PA 60" 99,34 96.2"

200 MPa, 55 °C) 42.98° 39.55° 114.5% 93.5%
200 MPa, 75 °C) 36.8% 69.552 67.6™ 65.3"

1-heptanol
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PA 11.7%° 11.24 8.74°

200 MPa, 55 °C) 18.9% 15.4% 20.14 16.6%
200 MPa, 75 °C) 26.7" 20.8" 18.6™ 26.74
1-nonanol

PA 337 3Aa 224

200 MPa, 55 °C) 1.7 1.7 2.6 1.94
200 MPa, 75 °C) 1.8 1.7% 1.4% 1.7
1-octen-3-ol

PA 19.55% 19.6% 14.4%°

200 MPa, 55 °C) 22.74 21.1% 27.0% 21.4%
200 MPa, 75 °C) 39488 34.5% 40.5" 3942
2-etil-1-hexanol

PA 5.24° 9.2% 5.6%°

200 MPa, 55 °C) 5.6 4.1 5.47 4.0
200 MPa, 75 °C) 3.95 5.34B8 5.1% 4.5%
Benceno-etanol

PA 40.34 30.5%¢ 65.2%

200 MPa, 55 °C) 35,1482 33.5% 62.6™ 60.3
200 MPa, 75 °C) 30.3% 29.9% 26.9% 28.6™
Isoamil-alcohol

PA 3.3/ 3.9% 2.5%°

200 MPa, 55 °C) 2280 1.88+0.57% 3.4 2.8%
200 MPa, 75 °C) 1.7% 1.96+0.83% 1.8 1.7
Bencil-alcohol

PA 4.5"° 28.6 28.9%°

200 MPa, 55 °C) 8.6 12,74 66.4" 55.6
200 MPa, 75 °C) 8.0 49,74 49 4" 49748
Tolueno

PA 6.97%® 8.94° 6™

200 MPa, 55 °C) 3.9% 41" 45" 3.8M
200 MPa, 75 °C) 4.04 6.3 3.9% 3.8%
Estireno

PA 0.7 0.74% 0.6™°

200 MPa, 55 °C) 1.6% 1.4 1.4% 1.5%
200 MPa, 75 °C) 1.548 1.24 1.1 1.5
Acido benzoico

PA 3.6™° 1.8%° 1.7

200 MPa, 55 °C) 3.4488 3.2M 1.74 1.6
200 MPa, 75 °C) 2.7% 1.9 1.8 1.6

L. b . , . . . . .
Superindice * ™ ¢, diferente en cada fila o linea, presentan diferencia significativa durante el
. ;1 A B :
almacenamiento. Superindice ™ ™ € diferente en la columna de cada compuesto, muestran
. . . . . . , . . 5
diferencia significativa entre tratamientos. Cuenta del area integrada. Valor medio x 10°, p <
0.05.
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El benceno etanol, el 2-etil alcohol y benzil alcohol experimentaron un incremento significativo
durante el almacenamiento (p <0.05). Estos compuestos se generaron fundamentalmente como
productos secundarios de la oxidacién (Aguila et al, 2012), como observaron estos autores en
almendras tostadas. La fraccion grasa en almendras es de alrededor del 40 % y ésta es rica en
acidos grasos mono y poliinsaturados. Para producir la bebida de almendra, la fraccion grasa se
libera en la molienda y viéndose favorecido por el incremento de la temperatura, por ello no es de
extrafiar que los productos de la degradaci6 de lipidos constituyan una numerosa familia

responsable del perfil volatil caracteristico de los productos procesados a partir de almendras.
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CAPITULO V: Conclusiones
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El procedimiento de elaboraciéon de las bebidas de almendra en planta piloto permitioé la
optimizacion de un producto base y otro pasteurizado de calidad adecuada, sin actividad
lipoxigenasa ni antitripsinica que sirvié6 como punto de partida para el estudio de la influencia de
la UHPH. Se establecio la necesidad de adicionar lecitina como emulgente para suplir la

deficiencia de proteina de la almendra.

Con respecto a la estabilidad fisica de las bebidas de almendra, todos tratamientos UHPH dieron
lugar a una importante reduccion del tamafio de particula en comparacion con los tratamientos
térmicos convencionales. En este sentido, la aplicacion de las condiciones mas suaves de 200

MPa, 55°C son suficientes para alcanzar una buena estabilidad coloidal

A efectos de calidad microbioldgica, las condiciones aplicadas mas leves de UHPH (200 MPa
con temperatura de entrada de 55 °C) fueron suficientes para conseguir similares caracteristicas
que la pasteurizacion, aunque el tratamiento de UHPH a 200 MPa a 75°C fue es el mas eficaz en
la prevencion de la proliferacion de la microbiota de alteracion de la bebida de almendra durante
su conservacion en refrigeracion. A 300 MPa y temperaturas de entrada superiores a 65°C fueron
suficientes para conseguir la esterilidad comercial de las bebidas de almendra de forma similar a

las tratadas UHT.

La microbiota potencialmente alterante de las bebidas de almendra tratadas a 300 MPa y
temperaturas de entrada superiores a 55°C pertenecio al género Bacillus, en particular, B. cereus,
B. subtilis y Lysinibacisllus, spp. En la validacion de los tratamientos UHPH se consiguié su

completa inactivacion a 300 MPa y temperaturas de entrada iguales o superiores a 75°C.

Con respecto a la estabilidad fisica de las bebidas de almendra, todos tratamientos UHPH dieron
lugar a una importante reduccion del tamafio de particula en comparacion con los tratamientos
térmicos convencionales. En este sentido, la aplicacion de las condiciones mas suaves de 200

MPa, 55°C son suficientes para alcanzar una buena estabilidad coloidal.

A efectos de oxidacion lipidica, los tratamientos UHPH revelaron un incremento en los indices de
oxidacion primaria y secundaria de las bebidas de almendra comparadas con las obtenidas por

tratamientos térmicos convencionales. Sin embargo, cabe mencionar que, en la medida que
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pudieron ser cuantificados, los valores obtenidos fueron muy bajos en comparacién con otros

estudios similares realizados en bebidas de soja.

El estudio de la fraccion volatil de las bebidas de almendra permiti6 identificar 56 compuestos
diferentes. El perfil aromatico se caracterizd6 fundamentalmente por la predominancia de
aldehidos, en especial el benzaldehido), seguida de la familia de alcoholes. Las cetonas, 4cidos,
pirroles, furanos esteres y otros compuestos se encontraron en menor abundancia, aunque no
menos relevante. Los tratamientos que produjeron mayor abundancia de compuestos volatiles,

fueron los UHPH en combinacion con temperaturas de entrada de 75 °C.

La evolucion de las bebidas de almendra durante el almacenamiento mostré una mayor
estabilidad fisica de las bebidas tratadas por UHPH en comparacion a las pasteurizadas, siendo
equivalentes los dos tratamientos UHPH seleccionados para este estudio (200 MPa a 55 o 75 °C).
En cuanto a los pardmetros de color, las bebidas tratadas por UHPH resultaron mas luminosas,
con un matiz ligeramente menos amarillo y menos puro que las pasteurizadas, pero en todos los

estos atributos fueron estables a lo largo del almacenamiento

La tecnologia UHPH puede considerarse una alternativa a la pasteurizacion resultando en bebidas
de almendra mas estables fisica y microbiologicamente, con un tiempo de almacenamiento

superior, de un minimo de 21 dias en refrigeracion.
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