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NOMENCLATURA
A = Absorbancia.
Ay = Absorbancia inicial.
A, = Constante modelo potencial (adimensional).
A, = Constante modelo exponencial (°Brix'1).
Ay420 = Absorbancia a 420 nm.
B = Coeficiente de ruptura tixotropica (modelo de Weltmann).
B; = Parametro del modelo de Hahn (Fluidos Tixotropicos).
C = Concentracion, contenido en solidos solubles (°Brix).
Cy = Concentracion global (Cyyr + Cy) (ppm o moles/l).
Cyr = Concentracion de fructosa (ppm o moles/l).
COFR = Concentracion inicial de fructosa (ppm o moles/l).
C¢ = Concentracion de glucosa (ppm).
C’; = Concentracion inicial de glucosa (ppm o moles/l).
Cy = Concentracion de hexosas (Cg + Cgr) (ppm o moles/l).
C"4 = Concentracion inicial de hexosas (ppm o moles/1).
Cuwmr = Concentracion de HMF (ppm o moles/).
COHMF = Concentracion inicial de HMF (ppm o moles/1).
Cs = Concentracion de sacarosa (ppm o moles/l).
C’ = Concentracién inicial de sacarosa (ppm o moles/]).
D = Tiempo de reduccion decimal (minutos).
D¢ = Tiempo de reduccion decimal para una temperatura T (minutos).
E, = Energia de activacion de flujo (Ec. de Arrhenius) (kJ/mol).
K = Indice de consistencia de flujo de la ley de la potencia (Pa.s").
K, = Constante o factor de frecuencia de la ec. de Arrhenius (Pa.s).
Koc = Umbral de fluencia de la ec. de Casson (PaO’5 ).
K; = Constante modelo potencial (Pa.s" °Brix™").
K; = Constante modelo exponencial (Pa.s").
K¢ = Indice de consistencia de la ec. de Casson (Pa
K1 = Indice de consistencia para el modelo combinado 1 (Pa.s").
K, = Indice de consistencia para el modelo combinado 2 (Pa.s").
K3 = Indice de consistencia para el modelo combinado 3 (Pa.s").
Ky = Indice de consistencia de flujo en ec. de Herschel- Bulkley (Pa.s").
K; = Constante cinética de degradacion estructural s™).
K, = Constante de velocidad en el modelo de Tiu y Boger (s™).
L = Luminosidad. Sistema Hunter.
L* = Luminosidad. Sistema CIELAB.
L* = Luminosidad inicial. Sistema CIELAB.
N = Velocidad de giro o cizallamiento.
P = Valor de una propiedad determinada.
Py = Valor inicial de una propiedad determinada.
R = Constante universal de los gases perfectos (kJ/mol K).
S = Par de torsion.
T = Temperatura (°C o Kelvin).
X = Valor triestimulo del color. Sistema CIE.
Y = Valor triestimulo del color. Sistema CIE.
Z. = Valor triestimulo del color. Sistema CIE.
Xy = Valor triestimulo del color correspondiente al estimulo de referencia. Sistema CIE.
Y, = Valor triestimulo del color correspondiente al estimulo de referencia. Sistema CIE.
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Z, = Valor triestimulo del color correspondiente al estimulo de referencia. Sistema CIE.
a = Coordenadas de color. Sistema Hunter.

a* = Coordenadas de color. Sistema CIELAB.

a*( = Coordenadas de color inicial. Sistema CIELAB.

b = Coordenadas de color. Sistema Hunter.

b* = Coordenadas de color. Sistema CIELAB.

b*, = Coordenadas de color inicial. Sistema CIELAB.

k = Constante de velocidad de una propiedad determinada.

ko = Constante cinética de orden cero.

k; = Constante cinética de orden uno.

k; = Constante en el modelo combinado 2 (Pa.s“/"Brixkz).

k, = Constante en el modelo combinado 2 (adimensional).

k3 = Constante en el modelo combinado 2 (kJ/mol)*,.

k4 = Constante en el modelo combinado 2 (adimensional).

ks = Constante en el modelo combinado 3 (Pa.s").

k¢ = Constante en el modelo combinado 3 (°C™).

k; = Constante en ¢l modelo combinado 3 (°Brix'1).

ks = Constante en el modelo combinado 3 (°C™).

kyrr = Constante de degradacion de la fructosa.

k¢ = Constante de degradacion de la glucosa.

ky = Constante de degradacion de hexosas.

Kkuavr = Constante de formacion de HMF.

ks = Constante de degradacion de la sacarosa.

n = Indice de comportamiento al flujo (adimensional).

n = Orden de reaccion.

r = Coeficiente de correlacion.

r? = Coeficiente de determinacion.

t = Tiempo (minutos o semanas).

x = Coordenada tricromatica del color. Sistema CIE.

y = Coordenada tricromatica del color. Sistema CIE.

z = Coordenada tricromatica del color. Sistema CIE.

z = Incremento de temperatura para reducir D; un ciclo logaritmico (°C).
o = Constante en el modelo combinado 1 (Pa.s").

B1 = Constante en el modelo combinado 1 (°Brix™).

AC* = Incremento o diferencia de croma. Sistema CIELAB.

AE* = Incremento o diferencia de color. Sistema CIELAB.

1 = Viscosidad, viscosidad dinamica (Pa.s).

Na = Viscosidad aparente (Pa.s).

Ncp = Viscosidad de deformacion infinita o factor de frecuencia de la ec. de Arrhenius
(Pa.s™).

n' = Viscosidad plastica en el modelo de Bingham (Pas).

K = Parametro estructural del modelo de Tiu y Boger (adimensional).
ke = Pardmetro estructural de equilibrio del modelo de Tiu-Boger (adimensional).
A = Longitud de onda (nm).

A = Tiempo de relajacion.

© = Esfuerzo cortante (Pa).

To= Umbral de fluencia o esfuerzo cortante inicial (Pa).

T. = Esfuerzo cortante de equilibrio (Pa).

¥ = Velocidad de deformacion (s™).



I Introduccion
1 Situacion del sector de los derivados de fruta

A partir de los afios 60 el desarrollo de la fruticultura en Espafia experimentd una gran
expansion hasta el punto de adquirir una importancia significativa respecto a otros sectores
agrarios.

Segun datos del Anuario de Estadistica Agraria 1992 (MAPA, 1994), en el afio 1989
Espaia tenia una superficie agraria util (SAU) de 24.740.500 ha, de la cual se dedicaba a los
cultivos lenosos un total de 3.875.500 ha. En Catalufa, de una superficie agraria util de
1.106.000 ha, se dedicaron un 33% a cultivos lefiosos, los cuales supusieron el 40% del valor
de la produccion final agricola (DARP, 1993).

En lo referente al cultivo del melocotén, a nivel estatal, se observa como la superficie
dedicada a este cultivo ha experimentado un rdpido crecimiento en los Gltimos afios, pasando
de las 48.000 ha cultivadas en 1980 a las 77.700 ha en 1992, es decir, en los ultimos doce
afios se ha producido un aumento en la superficie cultivada de melocoton del 62%. Este
aumento en la superficie de cultivo, unido a la utilizacion de nuevas variedades mas
productivas y a técnicas de cultivo mas modernas ha provocado que la evolucion en la
produccion de melocoton haya sido muy notable, pasando de las 387.000 toneladas (t) en
1980 a las 1.024.000 toneladas producidas en 1992, es decir un incremento en la produccion
del 165% (MAPA, 1994).

Al contrario que ocurre con la manzana y la pera, la produccion de melocoton no esta
concentrada geograficamente, sino que son varias las regiones productivas con un peso
importante, siendo las mas destacadas Aragén, Catalufia y Murcia, con una participacion de
alrededor del 25 % cada una, y la Comunidad Valenciana y Andalucia, con un participacion
del orden del 8 % cada una.

En Cataluia, en 1992, la produccion de melocoton (254.255 toneladas) supuso un
23% del total de la produccion de fruta fresca, destacando la provincia de Lleida con un 56 %
de la superficie y un 58 % de la produccion total de melocoton en Catalufia. Dentro de la
provincia de Lleida, tanto la superficie cultivada como la produccion se concentran casi en su
totalidad en la comarca del Segria, que representa un 90% (DARP, 1993).

Una vez expuestos los datos, queda de manifiesto la importancia que, a nivel estatal,
tiene la provincia de Lleida y mas concretamente la comarca del Segrid tiene dentro de la
produccion de melocoton.

El espectacular aumento en la produccion de melocoton, ha provocado en los ultimos
afios una saturacion del mercado en fresco, donde solo encuentra salida la fruta de mejor
calidad. Todo esto ha traido aparejado el consiguiente descenso en las cotizaciones de esta
fruta. Asi pues, en este contexto, y si ademas afiadimos el hecho de que la mayoria de las
variedades de melocoton son de conservacion limitada, parece razonable desviar parte de la
produccion hacia una transformacion industrial, retirando del mercado productos de cualidad
deficiente y de dificil venta. Asi, en el afio 1992 el 27% de la produccion total de melocoton
en Espafa, fue dedicada a la transformacion industrial (MAPA, 1994).

En Cataluna, tradicionalmente, la industria transformadora de fruta habia sido
minima, pero en los Ultimos afios ha experimentado un notable desarrollo, destacando las
industrias dedicadas a la produccion de semielaborados como pastas y concentrados de fruta
destinados a la elaboracion de zumos.

Actualmente, en la comarca de Lleida hay ubicadas cinco industrias dedicadas a la
transformacion de fruta dulce, y se estima que la cantidad de materia prima transformada por
estas industrias durante el afio 1992 fue de 76.100 t/afio de manzana, 24.430 t/afio de pera y
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32.000 t/ano de melocoton. Entre los diferentes productos elaborados destacaron por su
volumen de produccion el cremogenado de melocoton (18.800 t) y el zumo concentrado de
manzana (8.500 t). La produccién de cremogenado de manzana con 1.500 t, fue mas reducida
(COCI de Lleida, 1993).

La mayor parte de los alimentos fluidos derivados de frutas se comercializan en forma
de zumos o néctares. La demanda de zumos de fruta ha experimentado un fuerte aumento en
los ultimos afios.

A principios de los ochenta Espaia ocupaba el ultimo lugar de Europa Occidental en
cuanto a consumo de zumos se refiere. Pero a partir del afo 1982 el mercado de los zumos
comienza a sufrir una verdadera transformacion. El desembarco en Espafa de
multinacionales alimentarias y la entrada en el sector de los derivados de fruta de grandes
empresas nacionales del sector lechero se reflejo en el mercado, de forma que a finales del
afio 1983 se habian consumido 119 millones de litros de zumos y néctares, lo que suponia un
incremento del 8,2% con respecto al afo anterior. En la década de los 80 la evolucion de este
aumento fue espectacular, experimentando un crecimiento medio anual del 30%. Asi, en
1987 el mercado se situaba en 208 millones de litros y en 1990 ya era de 449 millones.
Actualmente, los datos mas recientes confirman las previsiones de que el mercado de zumos
y néctares espafol se encuentra en los inicios de su madurez con crecimientos cada vez mas
moderados. En 1992 el crecimiento fue del 15% y en 1993 creci6 sélo un 5%, alcanzdndose
la cifra de 618 10° litros. (Alimarket, 1994).

Para el caso concreto de los derivados del melocoton, desde 1989, la participacion de
los zumos de melocoton y sus mezclas en las ventas y consumo total del mercado de zumos
se ha estabilizado entre un 25 y un 27%. Mayor representacion tiene el melocotéon dentro del
mercado de néctares, situandose desde 1990 en valores en torno al 43%.

2 El cremogenado y su elaboracion
2.1 Aspectos legales

Por el Real Decreto 1650/1991, de 8 de noviembre, se aprueba la Reglamentacion
Técnico-Sanitaria para la elaboraciéon y venta de zumos de frutas y de otros productos
similares, que viene a modificar, al tiempo que se adapta a las directivas comunitarias, la
Reglamentacion Técnico-Sanitaria para la elaboracion y venta de zumos de frutas y de otros
vegetales y de sus derivados, que regia en Espafia desde 1983 (BOE, 1991).

En el articulo 2 del Titulo Primero, define el puré, pulpa o cremogenado de la manera
siguiente:

Puré o pulpa o cremogenado de fruta.- Es el producto susceptible de fermentacion
pero no fermentado obtenido mediante molturacion o tamizado de la parte comestible de
frutas, enteras o peladas sin eliminar el zumo.

También en el mismo articulo define el puré o pulpa o cremogenado concentrado de
fruta concentrado como: el producto obtenido a partir del puré, la pulpa o el cremogenado
de fruta eliminando mediante procedimientos fisicos una parte del agua que lo constituye.

En el Titulo III, referente a Materias primas y otros ingredientes sefala las
caracteristicas que debe reunir la fruta a partir de la cual pueden elaborarse los zumos de
frutas y otros productos similares de la manera siguiente: la fruta, fresca o conservada por el
frio, sana, desprovista de alteracion, con todos sus componentes esenciales para la fabricacion
de zumos o néctares de frutas en el grado de madurez apropiada.
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2.2 Usos de los cremogenados

Los cremogenados de frutas como elaborados casi integrales (salvo huesos, semillas y
otras partes duras o defectuosas) con consistencia cremosa han alcanzado una gran
importancia econdomica en la industria alimentaria actual, mostrando un gran futuro comercial
ya que son la base a partir de la cual se elaboran una amplia gama de productos finales como
son:

- los zumos de fruta con pulpa y los néctares de fruta.

- mermeladas.

- alimentos infantiles (baby foods).

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

- reducir costes de almacenamiento, por reduccion de volumen.

- reducir costes de transporte.

- ampliar el tiempo de conservacion, ya que se reducen las posibles alteraciones por
microorganismos.

2.3 Proceso de elaboracion

En general, el proceso de elaboracion de un cremogenado de frutas comprende las
siguientes etapas:

1. Recepcion

La fruta fresca llega a la industria normalmente envasada en grandes cajas de madera
o "palots" que son vaciados en una tolva llena de agua. Esto permite amortiguar los golpes en
la fruta durante el vaciado y a la vez sirve para realizar un primer prelavado de la fruta.

2 Primera seleccion

Se realiza por simple apreciacion visual y/o por medida del contenido en azicares
simples de la fruta recién llegada, se separan las partidas verdes, que serdn retenidas hasta
que se maduren y su contenido en azucares sea el adecuado para garantizar la obtencion de un
cremogenado con caracteristicas idoneas.

3 Primer lavado

Esta operacion tiene lugar en un cilindro rotatorio provisto de duchas de agua a
presion. Se hace circular la fruta por su interior lo que provoca el desprendimiento de una
parte de la suciedad que la fruta puede llevar.

4 Segundo lavado

Se realiza en un bafio de agua fria a la que se le ha adicionado un producto
desinfectante. Suelen utilizarse concentraciones de hipoclorito sédico del orden de 0,3 a 1,6
ppm. Este producto tiene el inconveniente de ser corrosivo de buen niimero de metales, lo
que puede provocar dafios en el material de la linea de proceso. En este segundo lavado,
ademas de eliminar parte de la suciedad, se persigue reducir significativamente la
contaminacion microbiana superficial de la fruta.

5 Tercer lavado

En este caso el lavado se efectia en un bafio de agua caliente con borboteo intenso de
aire insuflado por toberas situadas en la parte inferior de la cuba de lavado. El borboteo de
aire produce una agitacion del agua, que facilita el rozamiento entre las frutas eliminando
gran parte de la suciedad que todavia puedan contener.

6 Segunda seleccion

Se hacen pasar las frutas mediante una mesa con superficie deslizante, por delante de
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unos operarios que eliminan las frutas podridas y las partes defectuosas o ligeramente
podridas de las frutas mayoritariamente sanas. También se separaran elementos extrafios,
como trozos de madera procedentes de los envases, latas u otros objetos que podrian provocar
desperfectos en la maquinaria.

7 Deshuesado

Se realiza en una maquina provista de dos rodillos, uno de caucho y otro metalico, a
través de los cuales se obliga a pasar la fruta. El fruto se rompe, y se desprende la pulpa. Los
huesos quedan adheridos en el rodillo de caucho, del cual son separados mediante un
rascador metalico. En otra maquina se les extraen los restos de pulpa que aun tuvieran y son
eliminados como subproducto de la linea principal.

8 Trituracion

La trituracion se realiza en trituradores especiales que forman una pasta base del
cremogenado. Después de la trituracion se suele afiadir un antioxidante, generalmente acido
ascorbico en proporciones de 200 a 600 ppm.

9 Inactivacion enzimatica

Se realiza por tratamiento térmico de la pasta a unos 90-95 °C durante 3 minutos. Este
tratamiento puede realizarse en intercambiadores de calor de carcasa y tubos, alimentados por
vapor de agua sobrecalentado. El calentamiento de la pasta, ademas de inactivar las enzimas
de la fruta, consigue una reduccion muy importante de la microflora propia de la fruta. Es
muy importante que esta etapa se realice inmediatamente después de la trituracion para
prevenir pardeamientos enzimaticos, que tienen lugar en intervalos cortos de tiempo.

10 Tamizado de la pasta

Esta operacion se realiza en dos etapas. En la primera, el producto caliente se hace
pasar por unos tamices con un diametro de orificio aproximado de 1 mm. Las particulas que
no pasan a través del tamiz, generalmente pedinculos de la fruta, son eliminadas como
subproducto.

Para el acabado del producto se realiza un segundo tamizado a través de tamices cuya
luz de malla puede variar de 0,4 a 0,9 mm, en funcidon de la consistencia deseada para el
producto final. Las particulas que quedan retenidas en esta fase son en su mayor parte trozos
de la epidermis de los frutos.

Tras esta etapa se realiza, en aquellos casos en los que es necesario, una correccion
del contenido de azucares simples de la pasta, mediante la adicion de zumo concentrado,
despectinizado y clarificado o de cremogenado concentrado de la misma fruta.

11 Estabilizacion térmica

Generalmente se realiza en un intercambiador de placas, alimentado con agua
glicolada fria, rebajando la temperatura de la pasta a unos 60-65 °C con la finalidad de reducir
la evaporacion de aromas en la siguiente etapa.

12 Homogeneizacion de la pasta

Esta operacion se realiza en tanques cilindricos de gran capacidad (20.000 litros o
mas) provistos de un agitador lo suficientemente efectivo como para lograr una adecuada
homogeneizacion de la pasta. Estos tanques también sirven de tanques pulmon reguladores en
proceso de desaireacion.

13 Desaireacion de la pasta

Con la desaireacion de la pasta se pretende eliminar el oxigeno presente en la misma,
ya que podria actuar sobre los taninos, aceites esenciales y lipidos, originando modificaciones
del sabor y del color, ademés de causar pérdidas de vitamina C (Cardona et al., 1992). La
presencia de oxigeno en la pasta también podria favorecer el desarrollo de ciertos
microorganismos.

La pasta se introduce en el desaireador a 63 °C y se pulveriza en condiciones de vacio
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relativo (presiéon absoluta 0,24 kg/cm?). Los vapores extraidos del desaireador arrastran
consigo gran cantidad de sustancias aromadticas naturales, por lo que son condensados y
devueltos a la pasta.

14 Pasteurizacion de la pasta

Se realiza en intercambiadores de placas utilizando como fluido calefactor vapor de
agua sobrecalentado. Se realiza un tratamiento térmico de 45 segundos de duracién a la
temperatura de 95-97 °C, o de 105-107 °C, en funcién del pH del producto. Seguidamente, la
pasta, que ya puede denominarse cremogenado, se enfria hasta 23-25 °C en otro
intercambiador de placas alimentado con agua glicolada.

15 Almacenamiento y envasado

El cremogenado puede almacenarse en tanques con capacidades de 25 a 60.000 litros,
con atmosferas inertes, generalmente de nitrogeno, y mantenidos en el interior de almacenes
refrigerados. Otra forma de envasado y almacenamiento, cada vez mas utilizada, es en los
llamados "bag in box", bolsas de 200-250 litros de capacidad, compuestas de cinco laminas
de PVC y una de aluminio, envasadas asépticamente y cerradas al vacio que se introducen en
bidones metélicos que permiten su paletizado, facilitando asi su manejo y almacenamiento.

Figura 1-1
2.4 Aspectos fundamentales del cremogenado de melocoton

Después de describir el proceso de elaboracion de los cremogenados resulta esencial
destacar los aspectos de este producto que, por su especial incidencia en el propio proceso o
en la calidad final del producto, es necesario conocer. Dadas las caracteristicas propias del
proceso y del mismo cremogenado los aspectos mas destacables son: la reologia, el aspecto
microbioldgico y los fendmenos de pardeamiento no enzimatico.

Desde el punto de vista del proceso resulta imprescindible una adecuada
caracterizacion reoldgica del cremogenado de melocoton. A lo largo de su elaboracion este
producto es sometido a toda una serie de manipulaciones y tratamientos como circulacion a
través de tuberias y equipo de proceso; tratamientos de calentamiento, enfriamiento y
pasteurizacion en las que tiene lugar una transferencia de calor; y otras operaciones como
tamizado, homogeneizacion y desaireacion. En todas estas operaciones las caracteristicas
reolodgicas del cremogenado de melocoton van a desempenar un papel fundamental.

El conocimiento de ciertos aspectos microbioldgicos como la caracterizacion de la
microflora presente en el cremogenado de melocoton, la determinacion e identificacion de los
microorganismos mas perjudiciales y su comportamiento durante la pasteurizacion y el
almacenamiento, van a resultar esenciales desde el punto de vista higiénico y de conservacion
del producto.

Por ultimo, otro aspecto de especial importancia es el pardeamiento no enzimatico.
Los tratamientos térmicos a que se ve sometido el cremogenado durante su elaboracion,
generalmente, inactivan las enzimas evitando asi todas las consecuencias no deseadas que
¢stas pudieran ocasionar. Sin embargo, estos mismos tratamientos no so6lo no evitan las
reacciones de pardeamiento no enzimadtico sino que las favorecen, ocasionando un posible
deterioro de las propiedades organolépticas, y con ello de la calidad del cremogenado.

2.5 Caracteristicas del cremogenado de melocoton

Las especificaciones analiticas que normalmente siguen las industrias que producen
cremogenado de melocotdn son:
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Fisico-quimicas:

Solidos solubles: minimo 11%
Acidez: 0,45-0,80% (expresado como acido citrico).
pH: 3,6£0,3
Vitamina C: minimo 200 ppm
indice de formol: minimo 20
Microbioldgicas:

Recuento total: inferior a 10.000 pfc/g
Hongos y levaduras inferior a 10.000 pfc/g

3 Principales parametros y componentes de los derivados de fruta

En este apartado se incluye una descripcion de los principales parametros y
componentes de los derivados de frutas en general y del melocoton, y por tanto de su
cremogenado, en particular, que pueden ser de interés en la evolucion de la microflora y
reacciones objeto de esta trabajo. Los datos que se citan s6lo pueden considerarse como
orientativos ya que, la composicion de las frutas depende de numerosos factores.

3.1 pH

El pH de un alimento es uno de los principales factores que determinan la
supervivencia y el crecimiento de los microorganismos durante el procesado, el almacenaje y
la distribucion.

Las frutas, que son la materia prima fundamental para la elaboracion de los zumos y
cremogenados, tienen normalmente valores de pH 4acidos, comprendidos entre 2,0 para el
limoén y la lima, y 4,5 para el tomate, debido a su gran contenido en &cidos organicos. En el
melocotén los valores de pH oscilan entre 3,5 y 4,0. Los concentrados de frutas y los
cremogenados, que sirven para la elaboraciéon de zumos y mermeladas, tienen el mismo
margen de pH (Sand, 1973).

Zemel et al. (1990) afirman que existe una correlacion entre el pH y la estabilidad de
los zumos, ya que este parametro ejerce una influencia significativa sobre el crecimiento
microbiano limitando el posible desarrollo de numerosos gérmenes patogenos. Si a ello se
suma el efecto del tratamiento térmico a que se someten y el tipo de envasado, se pueden
considerar los zumos como productos seguros desde el punto de vista de la alteracion
microbiana por gérmenes patdgenos (Cardona et al., 1992).

3.2 Actividad de agua

La actividad de agua (ay) estd intimamente relacionada con las propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas de los alimentos y juega un papel muy importante en su estabilidad
(Reid, 1992), ya que influye notablemente en la velocidad de las reacciones de alteracion de
los alimentos (Labuza, 1980; Rockland y Nishi, 1980). Alteraciones especificas en el color,
aroma, sabor, textura y en la aceptabilidad de un alimento, crudo o procesado, han sido
asociadas a cambios de a,, relativamente pequefios. Muchas de las reacciones involucradas en
la reaccion de Maillard consisten en deshidrataciones y rehidrataciones sucesivas, por lo que
el agua misma es uno de los reaccionantes (Nufiez y Laencina, 1990).

La actividad de agua de los zumos y cremogenados viene determinada por su
contenido en sodlidos solubles, principalmente azucares. Dichos niveles de azlcar suelen
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oscilar, en los zumos y cremogenados no concentrados, entre el 5 y el 15 % en peso, es decir,
entre 5 y 15 °Brix lo que implica que la actividad de agua tome valores altos, por encima de
0,98, que favorecen el desarrollo microbiano, ya que, aunque cada microorganismo tiene una
actividad de agua critica por debajo de la cual no puede desarrollarse, el valor 6ptimo para el
crecimiento de la mayoria de los microorganismos se sitia entre 0,92 y 0,99. Asi, las
bacterias, entre las que se incluyen las patogenas, practicamente no pueden crecer cuando los
valores de la actividad de agua estan por debajo de 0,85-0,90. Los mohos y levaduras, en
cambio, son mas tolerantes, pudiendo crecer a valores de actividad de agua mucho mas bajos,
de hasta 0,6 (Beuchat, 1983a; Chirife y Buera, 1994).

3.3 Nutrientes
3.3.1 Hidratos de carbono (Primo, 1979)

El contenido en carbohidratos de los zumos y cremogenados es alto y estd constituido
fundamentalmente por hexosas facilmente metabolizables (como glucosa y fructosa),
pentosas y pectinas. Los principales monosacaridos en el melocotén son la glucosa y la
fructosa. En general, es mayor la proporcion de glucosa que la de fructosa, siendo sus
contenidos, con respecto al total de la fraccion comestible de la fruta, de 1,47 y 0,96 g por
100 g respectivamente. Cabe destacar su contenido en sacarosa, un 6,66 % que es
notablemente superior que el de los azlicares reductores. Otros azlicares que se encuentran en
menor proporcion son la xilosa, la arabinosa y el sorbitol.

3.3.2 Compuestos nitrogenados

Con frecuencia estos productos contienen nitrégeno, pero en niveles muy bajos, y
aproximadamente alrededor del 60 % se encuentra en forma de aminodcidos libres. En el
melocotén su contenido se situa entre 0,3 y 0,9 % del total de la fraccion comestible. La
mayor parte de la fraccion proteica esta constituida por enzimas, las cuales son inactivadas
por la accion del calor durante el procesado de las frutas.

Los aminodacidos libres constituyen un promedio de un 50 % de la fraccion de los
compuestos nitrogenados solubles. En el melocoton algunos de los aminoacidos presentes
son los acidos y-aminobutirico, aspartico, glutdmico, la a-alanina y la glutamina entre otros.

3.3.3 Acidos y vitaminas

El contenido en 4cidos organicos es también elevado y tiene una gran influencia en el
valor del pH. Muchas levaduras y hongos pueden utilizar los 4cidos organicos como fuente
de carbono en condiciones aerdbicas. Los principales acidos organicos en el melocotén son el
malico, el citrico y el quinico (en la piel). El 4cido maélico es el predominante, aunque
también se encuentran presentes, en pequefias concentraciones, otros acidos como el
clorogénico, el galacturdnico, el muicico y el succinico.

Las principales vitaminas aportadas por las frutas son las vitaminas A y C. La
concentracion de dcido ascoérbico en el melocoton es de 9 a 76 mg/100 g, aunque en los
productos elaborados este valor es mucho méas reducido a no ser que se haya afiadido, ya que
ademas de su caracter nutritivo, esta sustancia contribuye a mantener la estabilidad del color
y del sabor.

16



3.3.4 Pigmentos

El color de las frutas se debe a los pigmentos localizados en los plastos, vacuolas y en
el liquido citoplasmatico de las células. Los pigmentos mas caracteristicos pertenecen a
cuatro grandes grupos: las clorofilas, los flavonoides, las antocianinas y los carotenoides.

La pigmentacion de la piel en la mayoria de frutos va variando durante el periodo de
crecimiento y durante la maduracion. La clorofila es el pigmento verde presente en los frutos
jovenes. A medida que las frutas maduran se produce un viraje de color, como consecuencia
de la desaparicion de la clorofila y de la formacion de nuevos pigmentos. En los melocotones
cuando se alcanza la madurez, la clorofila desaparece casi por completo. La estructura
quimica de la molécula de clorofila es muy compleja y facilmente alterable por diferentes
agentes fisicos y quimicos (Clydesdale y Francis, 1985).

Las antocianinas son glucésidos formados por una molécula de antocianidina
(aglucon) unida a un carbohidrato. La antocianidina mas frecuente en las distintas variedades
de melocotones, es la cianidina; y los azucares que comUnmente se pueden encontrar
formando parte de las antocianinas son glucosa, ramnosa, galactosa y arabinosa.

En general, las antocianinas se encuentran en la piel, pero también se pueden
encontrar en la porcion carnosa de las frutas y se hallan disueltas en el jugo celular. Sus
colores son rojo, azul o violeta. El color de cada antocianina depende de su estructura
quimica, del pH al que se encuentra y de la presencia de sales con las que interaccione. Estos
pigmentos son poco estables, la presencia de oxigeno, la temperatura, tanto durante el
procesado como en el almacenamiento, y otros factores como la luz y el pH influyen en la
pérdida del color de las mismas (Villota y Hawkes, 1992). Los productos de degradacion de
los aztcares, en particular el furfural y el 5-hidroximetil-furfural, también aceleran la
degradacion de las antocianinas (Markakis et al., 1957).

Los flavonoides tienen una estructura quimica similar a las antocianinas, y
normalmente se encuentran junto con ellas en los frutos. Los azucares unidos a los aglucones
son, generalmente, glucosa, ramnosa, galactosa, arabinosa y xilosa, y en algunos casos, es el
disacérido rutinosa. En general los flavonoides son de color amarillo y naranja, pero
participan muy poco en la coloracidon de las frutas (Primo, 1979). Son mas estables que las
antocianinas al calor y a las reacciones de oxidacion.

Los carotenoides son responsables del color amarillo, naranja y rojo de las frutas. En
las frutas se encuentran en forma libre, disueltos en lipidos, como ésteres, o combinados con
azucares o proteinas y generan diferentes colores segun la manera en que interaccionen. Los
melocotones son particularmente ricos en carotenoides, 27 mg/kg de peso humedo. Los
carotenoides mayoritarios en melocoton son la violaxantina, que representa el 26,0 % de la
fraccion carotenoidea, la persicaxantina y la criptoxantina con un 12,0 % cada uno de ellos y
el B-caroteno y el fitoeno con un 10,0 % cada uno.

Los carotenoides son relativamente resistentes al calor y a pH extremos, pero por el
contrario, son muy sensibles a la oxidacion, reaccion catalizada por la luz, lipoxidasas y
peroxidos lipidicos. Los carotenoides tienen mucha importancia no solo por el color que
confieren a los alimentos, sino porque son los precursores mas importantes de la vitamina A
en el hombre. En general, son méas abundantes en la piel de las frutas que en la porcion
carnosa.

3.3.5 Pectinas y solidos en suspension

En los cremogenados de fruta los s6lidos en suspension constituyen la pulpa, que esta
formada, principalmente, por tejido desintegrado, que contiene fibra celulosica, pectinas y
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particulas lipoides que contienen carotenoides y aceites esenciales. Otra porcion de pectinas
se encuentra disuelta en el zumo y contribuye a la viscosidad y consistencia del mismo. La
viscosidad depende de la concentracion y del grado de polimerizacion de la pectina, asi como
del pH y de las sales existentes. La pectina total esta formada por tres fracciones: la pectina
soluble en agua (pectina de alto metoxilo), la pectina hidrolizada (pectina de bajo metoxilo) y
la protopectina o pectina unida a la celulosa en forma insoluble (Primo, 1979).

Las pectinas que se encuentran presentes en la fruta, se encuentran también en los
cremogenados o purés de fruta.

4 Reologia en alimentos
4.1 Concepto y aplicaciones

La reologia se define como la ciencia que estudia la deformacién y flujo de la materia
(Muller, 1973). La reologia de los alimentos ha sido definida como "el estudio de la
deformacion y flujo de las materias primas sin procesar, los productos intermedios o
semielaborados, y los productos finales de la industria alimentaria" (White, 1970).

El conocimiento adecuado de las propiedades reoldgicas de los alimentos es muy
importante por numerosas razones, entre las que destacan las aplicaciones que se detallan a
continuacion:

- Disefio de procesos y equipos en ingenieria: el conocimiento de las propiedades de
comportamiento al flujo y de deformacion de los alimentos son imprescindibles en el disefio
y dimensionado de equipos tales como cintas transportadoras, tuberias, tanques de
almacenamiento, pulverizadores o bombas para el manejo de alimentos (Odigboh y
Mohsenin, 1975a, Boger y Tiu, 1974; Gorbatov y Gorbatov, 1974). Ademas, la viscosidad se
utiliza para la estimacién y calculo de los fendmenos de transporte de cantidad de
movimiento, calor y energia (Jiménez et al., 1987; Gekas, 1992; Saravacos y Kostaropoulos,
1995).

- Evaluacién sensorial: los datos reoldgicos pueden ser muy interesantes para
modificar el proceso de elaboracion o la formulacion de un producto final de forma que los
parametros de textura del alimento se encuentren dentro del rango considerado deseable por
los consumidores (Shama y Sherman, 1973; Rao et al., 1977 a, b; Kokini, 1985).

- Obtener informacion sobre la estructura del alimento: los estudios reoldgicos
pueden aportarnos informacion que facilite una mejor comprension de la estructura o de la
distribucion de los componentes moleculares de los alimentos, especialmente de los
componentes macromoleculares, asi como para predecir los cambios estructurales durante los
procesos de acondicionamiento y elaboracién a los que son sometidos (Borwankar et al.,
1992; Sherman, 1970).

- Control de calidad: las medidas de la viscosidad en continuo son cada vez mas
importantes en muchas industrias alimentarias con objeto de controlar el buen
funcionamiento del proceso productivo, asi como la calidad de las materias primas, productos
intermedios y acabados. (Kramer y Twigg, 1970; Bourne, 1992).

4.2 Reologia en fluidos alimentarios

Los alimentos se presentan en una gran variedad de formas, tales como solidos,
liquidos y semiliquidos. Algunos alimentos, entre los que se encuentran los helados y las
grasas, son solidos a una temperatura y liquidos a otra. Otros son suspensiones (mermeladas,
zumos y purés o cremogenados de frutas, o emulsiones como la leche. Debido a esta amplia
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variacion en su estructura, el comportamiento al flujo de los alimentos fluidos presenta una
amplia gama de modelos que van desde el simple newtoniano a los no newtonianos
dependientes del tiempo y los viscoelasticos.

Los numerosos estudios reoldgicos realizados en alimentos que se encuentran en la
bibliografia confirman la gran diversidad de comportamientos al flujo que pueden presentar.
Todo ello hace necesario un andlisis critico de los fendmenos subrayados bajo una variedad
de condiciones de flujo y establecer las relaciones entre la estructura y el comportamiento al
flujo (Barbosa-Canovas et al., 1993).

Cuando se trabaja con atomos o moléculas mono o diatomicas no polares, pequefias y
esféricas, se puede aplicar la teoria molecular de la viscosidad, la cual sefiala que los
pardmetros que contribuyen a la viscosidad son el volumen molecular, la masa molecular, la
distancia entre moléculas, la distribucion radial de las moléculas, y las fuerzas de atraccion
entre las moléculas (Bondi, 1956). Cuando las moléculas son mas largas y mas complejas,
caso de los alimentos, se hace necesario tener en consideracion toda una serie de parametros
adicionales, tales como factores geométricos e interacciones entre particulas.

El tamafio o volumen, la forma, la concentracion y la interaccion de las particulas son
pardmetros basicos que afectan a las propiedades reoldgicas de cualquier sistema, sea éste
molecular, una suspension, una dispersion, una pasta o un gel. Sin embargo, el rango de
operacion de cada uno de estos parametros basicos es diferente para cada uno de los sistemas.
De hecho, no son estos pardmetros por si mismos los que controlan las propiedades de flujo,
sino las interacciones entre ellos (Rha, 1978).

El comportamiento reologico de un fluido alimentario puede describirse segin
distintas ecuaciones que relacionan el esfuerzo cortante con la velocidad de deformacion. En
la literatura existen muchos modelos para describir este comportamiento, sin embargo son
varios los autores (Kokini, 1992; Rha, 1978) que coinciden al afirmar que uno de los modelos
mas comunmente usados y de aplicacién general para ajustar los datos experimentales y
expresar cuantitativamente el comportamiento al flujo de los fluidos inelasticos
independientes del tiempo es el modelo propuesto por Herschel y Bulkley:

T="10+Kuy" (1)

donde:
T = esfuerzo cortante
To= umbral de fluencia
Ky = indice de consistencia de flujo
y = velocidad de deformacion
n = indice de comportamiento al flujo

Esta ecuacion puede representar, dependiendo de los valores que tomen las
constantes, comportamientos newtonianos, plasticos de Bingham, seudoplésticos y dilatantes.
En la siguiente tabla se muestra el comportamiento al flujo y algunos ejemplos de varios tipos
de alimentos fluidos y semifluidos.
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Tipo de flujo Indice de Indice de Umbralde  Ejemplo
consistencia comportamie fluencia

nto al flujo
Newtoniano  Viscosidad n=1 T0=0 Zumos clarificados,
K>0 aceites, leche, jarabes de
pasteleria.
Seudoplastico Viscosidad 0<n<1 To=0 Zumos concentrados
aparente cremogenados y pur€s,
K>0 de fruta, almidon.
Plastico de Plasticidad n=1 T0>0 Aderezos de ensalada,
Bingham constante salsa de dulce de,
K>0 chocolate kepchup.
Tipo mixto indice de 0<n<1 To>0 Mermelada, jalea.
consistencia
K>0
Dilatante Indice de I <n<e To=0 Mantequilla de
consistencia cacahuete, pasta de
K>0 salchichas.

Caracteristicas de flujo de alimentos liquidos.
(Fuente: Rha C. K. 1978).

5 Clasificacion de los alimentos fluidos segun su comportamiento reologico

Para una mayor comprension de los problemas que se plantean en el estudio de las
propiedades reoldgicas de los alimentos, se presenta a continuacion una clasificacion de los
diversos alimentos fluidos mas habituales segin su comportamiento reoldgico.

La bibliografia es abundante en lo referente a la clasificacion de los fluidos
alimentarios (Holdsworth, 1971; Muller, 1973; Rao, 1977b; Barbosa-Canovas et al., 1993).
De modo general, la mayoria de los autores, coinciden al hacer una primera clasificacién
entre alimentos newtonianos y no newtonianos, segin su comportamiento reoldgico siga o no
la ley de Newton de la viscosidad. Ademas, existen alimentos en los que su comportamiento
depende del tiempo de actuacion del esfuerzo realizado sobre ellos. Finalmente, existe otro
grupo de alimentos que se comportan como fluidos viscosos y so6lidos elasticos a la vez, son
los fluidos viscoelasticos.

Asi, la clasificacion de los fluidos alimentarios segun su comportamiento reologico
puede establecerse de la siguiente forma:

- Fluidos newtonianos.

- Fluidos no newtonianos.

- Independientes del tiempo
- Plasticos de Bingham
- Seudoplasticos
- Dilatantes
- Dependientes del tiempo
- Fluidos tixotropicos
- Fluidos reopécticos
- Fluidos viscoelasticos
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5.1 Fluidos newtonianos

Los fluidos newtonianos son llamados asi después de que Isaac Newton describiera el
flujo viscoso. El fluido newtoniano no posee propiedades elasticas, es incompresible,
isotropico y carente de estructura y, como el so6lido de Hooke, no existe en la realidad. Sin
embargo, muchos liquidos reales muestran un comportamiento newtoniano en un amplio
rango de esfuerzos cortantes. Estos liquidos son a los que los redlogos se refieren como
"liquidos newtonianos" (Muller, 1973).

El comportamiento reoldgico de un fluido newtoniano se ilustra en la Figura 1-2, en la
que un fluido estd contenido en entre dos placas paralelas. La placa superior es obligada a
moverse con una velocidad v, relativa con respecto a la placa inferior, esta fuerza es debida a
la aplicacién de una fuerza cortante F por unidad de area (se considera que los efectos de
borde son despreciables) o lo que es lo mismo, un esfuerzo cortante o tension de cizalladura,
7. Las capas del fluido en contacto con las placas se considera que se mueven a la misma
velocidad que la superficie con la que estan en contacto, lo que supone que no tiene lugar
deslizamiento en las paredes. Entonces el fluido se comporta como una serie de capas
paralelas, o laminas, cuyas velocidades son proporcionales a su distancia a la placa inferior.

Asi, el comportamiento reoldgico de los fluidos ideales o newtonianos puede
describirse mediante la ley de Newton de la viscosidad, que viene expresada por la ecuacion:

t=1y @)

que indica que cuando un fluido es sometido a un esfuerzo cortante, t, existe una
proporcionalidad directa entre al velocidad de deformacién o gradiente de velocidad, y, que
sufre el fluido y dicho esfuerzo cortante. Esta constante de proporcionalidad, n,es el llamado
coeficiente de viscosidad, viscosidad dinamica o simplemente viscosidad (Charm, 1960).

En este tipo de fluidos la viscosidad s6lo depende de la temperatura y composicion,
siendo independiente del tiempo, de la velocidad de deformacién y de la historia previa del
fluido (Rao, 1977b).

Un numero limitado de alimentos muestran caracteristicas de flujo ideal, entre los que
se encuentran algunos tan importantes fisiologicamente como el agua, nutritivamente como la
leche y econémicamente como las bebidas refrescantes.

Son muchos los autores que, como resultado de sus investigaciones, atribuyen un
comportamiento casi newtoniano a gran nimero de alimentos fluidos. Como ejemplo de los
mas nombrados se pueden citar el agua y las disoluciones diluidas de azucares (Perry y
Chilton, 1982); las bebidas carbodnicas, las bebidas alcohodlicas (si no contienen moléculas de
cadena larga), los extractos de carne; el jarabe de maiz (Rao, 1975) y ciertas mieles (Rao,
1977 a); algunos aceites ligeros de cocina y la leche cruda y homogeneizada (Steffe et al.,
1986), el huevo y algunos de sus derivados (Scalzo et al., 1970). En la bibliografia, son
también muy numerosas las citas que consideran el comportamiento newtoniano de los
zumos clarificados y despectinizados de diversas frutas en un rango amplio de temperaturas y
concentraciones de solidos solubles (Saravacos, 1970; Rao et al., 1984; Schwartz y Costell,
1989; Ibarz et al., 1992; Khalil et al., 1989).

5.2 Fluidos no newtonianos

Son aquellos fluidos que no cumplen la ley de Newton de la viscosidad, por lo tanto,
la relacion entre el esfuerzo cortante y la velocidad de deformacion deja de ser lineal.
Estos fluidos se caracterizan porque su viscosidad no permanece constante cuando la
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temperatura y la composicion permanecen invariables, sino que depende del esfuerzo cortante
o gradiente de velocidad y, a veces, del tiempo de aplicacion del esfuerzo y de la historia
previa del producto o muestra. Ello es debido a que la constitucion fisica varia al someter el
producto a los efectos de rozamiento a lo largo del tiempo. Dado que en este tipo de fluidos la
viscosidad no permanece constante, se define la viscosidad aparente, n,, (Jiménez et al.,
1987) como la relacion entre el esfuerzo cortante y la velocidad de deformacion
correspondiente:

T

Na = -——---- * cte )
y

5.2.1 Fluidos independientes del tiempo

Los fluidos independientes del tiempo se han clasificado en tres categorias o grupos:
plésticos, seudoplasticos y dilatantes, y se caracterizan por que la viscosidad aparente s6lo
depende de la temperatura, de la composicion del fluido y del esfuerzo cortante o gradiente
de velocidad aplicado, pero nunca del tiempo de aplicacion de éste ultimo.

En la Figura 1-3 se representan las curvas de fluidez y de viscosidad de algunos de los
comportamientos reologicos mas frecuentes.

5.2.1.1 Fluidos plasticos

Los fluidos plasticos son aquellos que no fluyen hasta que son sometidos a un
esfuerzo cortante limite determinado, llamado esfuerzo de deformacién plastica, umbral de
fluencia o limite de fluencia, 7. En el caso de los fluidos plésticos de Bingham, una vez que
se supera el valor del umbral de fluencia, la velocidad de deformacion es proporcional al
esfuerzo, como en el caso de los fluidos newtonianos (van Wazer et al., 1963). Estos fluidos
exhiben propiedades de liquido a esfuerzos superiores al umbral de fluencia por lo tanto
pueden ser clasificados tanto como liquidos como s6lidos.

El producto plastico ideal es el descrito por el modelo de Bingham:

T=10+1n' Y 4)

donde 1y es el umbral de fluencia y 1 es la viscosidad plastica.

Segun Rha (1978), el umbral de fluencia puede ser consecuencia de un entrelazado de
moléculas o particulas debido a su gran tamafo, ramificaciones o forma irregular. También
puede ser debida a la formacion de redes provocadas por las interacciones entre moléculas o
particulas.

Entre los alimentos tipicamente plasticos se encuentran el puré de patata y la nata
batida, el chocolate fundido y algunas grasas como margarinas y mantequillas (Muller, 1973).
El modelo de Bingham ha sido también utilizado por algunos autores para describir el
comportamiento reologico de pastas de fécula de mandioca (Odigboh y Mohsenin, 1975b),
suero de puré de albaricoque a gradientes de deformacion bajos (Costell et al., 1982), de
geles de pectina (Fiszman et al., 1984) y de algunos zumos naturales de manzana (Ibarz y
Casero, 1987).
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5.2.1.2 Fluidos seudoplasticos

Los fluidos seudoplésticos se caracterizan porque su viscosidad aparente decrece
cuando aumenta el gradiente de velocidad de deformacion. Este comportamiento indica una
ruptura o reorganizacion continua de la estructura, dando como resultado una menor
resistencia al flujo, y es debido a la presencia de sustancias de alto peso molecular asi como a
la dispersion de solidos en la fase sélida.

De los modelos utilizados para describir el comportamiento reoldgico de los fluidos
seudoplésticos, el mas conocido y simple de aplicar es el de Ostwald-De Waale, también
conocido como ley de la potencia (Sherman, 1970):

T=K§" )

donde K es el indice de consistencia de flujo y n es el indice de comportamiento al flujo. K da
una idea de la consistencia del producto y n de la desviacion del comportamiento al flujo
respecto al newtoniano (Carbonell et al., 1990). Esta ecuacion es una de las mas utilizadas
para describir el flujo de los derivados de fruta que se comportan como seudoplésticos.

Otra relacion muy utilizada es la propuesta por Herschel y Bulkley (Ecuacion 1), cuya
expresion supone ampliar la ley de la potencia con un término correspondiente al umbral de
fluencia (Sherman, 1970).

Otro modelo muy utilizado es el de Casson (Scott Blair, 1966), que viene definido por
la ecuacion:

1% = Koc + Ke ™ (6)

Ademéas de estos modelos existen otros muchos, pero los mas utilizados en el caso de
fluidos alimentarios seudoplésticos son los anteriormente descritos.

El comportamiento seudopléstico es, quizds, el mas frecuente en los fluidos
alimentarios. En general, se comportan de esta forma muchos derivados de frutas y vegetales
como algunos zumos y purés de frutas (Saravacos, 1970), derivados del tomate
(Tanglertpaibul y Rao, 1987), confituras de fruta (Costell et al., 1986); productos lacteos
como la nata (Prentice, 1984) o la leche azucarada condensada (Higgs y Norrington, 1971);
algunas sopas y salsas (Wood, 1968); la clara de huevo (Tung et al., 1970); la yema del
huevo (Ibarz y Sintes, 1989; Ibarz, 1993); el ketchup y la mostaza francesa (Higgs y
Norrington, 1971).

5.2.1.3 Fluidos dilatantes

La principal caracteristica de este tipo de fluidos es que al aumentar la velocidad de
deformacion aumenta la viscosidad aparente.

La dilatancia puede explicarse entendiendo que cuando las velocidades de
deformacion son bajas las particulas solidas de formas y tamafios variados, estan cefidas y
estrechamente empaquetadas y la fraccion liquida esta llenando los huecos y lubricando el
movimiento, por lo que la viscosidad aparente es baja. Con el aumento de la velocidad de
deformacion, las particulas largas y flexibles pueden estirarse rompiéndose el
empaquetamiento de los solidos y la fraccion de huecos entre las particulas aumenta, no
habiendo suficiente liquido para lubricar el roce de unas particulas contra otras, aumentando
por ello la viscosidad aparente.

La dilatancia es evidencia de una formacidon o reorganizacioén de la estructura de la
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muestra, dando como resultado un aumento en la resistencia al aplicar una fuerza (Rha,
1978).

Los modelos reolégicos que se utilizan para describir este comportamiento son los
mismos que los aplicados para describir el comportamiento pseudopléstico, que se ha
expuesto en el apartado anterior.

Existen pocos alimentos que presenten esta caracteristica, entre ellos tenemos
aquellos que forman suspensiones concentradas o pastas acuosas. Algunos ejemplos son
ciertos tipos de mieles de eucalipto (Pryce-Jones, 1953).

5.2.2 Fluidos no newtonianos dependientes del tiempo

Son aquellos fluidos en los que la viscosidad aparente depende, ademas de la
velocidad de deformacion, del tiempo de actuacion de dicha velocidad.

Los alimentos no newtonianos con propiedades dependientes del tiempo se
subdividen en fluidos tixotrdpicos y reopécticos. Para los primeros, a una velocidad de
deformacioén fija, la viscosidad disminuye con el tiempo de cizallado; para los ultimos, la
viscosidad aumenta con el tiempo (Rao, 1977 b; Barbosa-Cénovas, et al., 1993).

5.2.2.1 Fluidos tixotrdpicos

Se consideran fluidos tixotropicos a todos aquellos que al aplicarles una velocidad de
deformacion constante, muestran una disminucion del esfuerzo cortante y de la viscosidad
aparente con el tiempo. Esto es debido al cambio continuo de la estructura del material, que
puede ser en cualquier caso reversible o irreversible. La tixotropia indica una continua
ruptura o reorganizacion de la estructura dando como resultado una disminucion de la
resistencia al flujo (Rha, 1978).

Todas las definiciones de tixotropia incluyen el concepto de recuperacion estructural.
Sin embargo, muchos alimentos tienen un comportamiento al flujo dependiente del tiempo
pero su periodo de recuperacion en muy largo o su estructura sélo es parcialmente
recuperable. Por ello es més adecuado utilizar los términos "dependencia del tiempo en el
flujo" o "destruccion estructural" para definir este tipo de comportamiento (Gallegos et al,.
1988).

Se han utilizado distintos modelos matematicos para cuantificar la dependencia del
tiempo de los alimentos. A continuacion se describen los més importantes.

- Modelo de WELTMANN (1943)
La expresion matematica propuesta por Weltmann

T="1p- logt (7

relaciona la viscosidad pléstica con el tiempo de aplicacion de un determinado gradiente de
velocidad a través del coeficiente temporal de ruptura tixotropica (B), el cual representa, en
cierta manera, la cantidad de estructura que se degrada durante el cizallamiento. El parametro
To indica la tension tangencial necesaria para que comience a degradarse la estructura que
origina la tixotropia.

Una modificacion de esta ecuacion ha sido utilizado por varios autores para analizar
la dependencia del tiempo al flujo de varios alimentos, como la clara de huevo (Tung et al.,
1970), el zumo de tomate (Jiménez et al., 1988), los aderezos de ensalada (Paredes et al.,
1988) y el puré de albaricoque (Costell y Duran, 1978).
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T=1p-Blnt )
- Modelo de HAHN et al. (1959)
log(t-t)=T0-Bit 9)

donde 7, al igual que en el modelo de Weltmann, indica el esfuerzo cortante inicial necesario
para que comience a degradarse la estructura que da lugar a la tixotropia. El valor de B,
informa sobre la velocidad del proceso de degradacion de la estructura y depende de la
resistencia estructural del fluido frente al cizallamiento que se aplica. T es el esfuerzo cortante
y Tees el esfuerzo cortante de equilibrio.
- Modelo de TIU y BOGER (1974)

Este modelo permite caracterizar de forma completa el comportamiento reoldgico de
materiales cuyo comportamiento se podria definir como plastico, pseudopléstico y
dependiente del tiempo (Carbonell et al,. 1990):

Tzk(To‘f‘KHJ}n) (10)

este modelo asume que el parametro estructural k£ varia con el tiempo segun una ecuacion
cinética de segundo orden, valida para k > k..

dk
------ =Ki(k- ko’ (1D
dt

en la que la constante K; es una constante de velocidad que es funcién de la velocidad de
deformacion y debe ser determinada experimentalmente.
- Modelo de FIGONI y SHOEMAKER (1983)

Este modelo supone que la disminucidon del esfuerzo cortante es una suma de
funciones cinéticas de primer orden:

T - Te = )i (Toi - Tei) €xp (-Kit) (12)

donde t. es el esfuerzo cortante del equilibrio, Ty es el esfuerzo cortante correspondiente al
tiempo inicial y Ki las constantes cinéticas de degradacion de la estructura.

El comportamiento tixotropico ha sido encontrado en varios alimentos. Ademas de la
clara de huevo, el zumo de tomate, los aderezos de ensalada y el puré de albaricoque, citados
anteriormente, también se ha observado este comportamiento en leche condensada, mayonesa
(Xu et al., 1984; Ford y Steffe, 1986; Gallegos et al., 1988), algunos quesos blandos
(Massaguer-Roig et al., 1984) y miel. Entre otras muchas investigaciones realizadas en
alimentos cabe, también, destacar las que llevaron a cabo Kokini y Dickie (1981), quienes
observaron dependencia con el tiempo cuando estudiaron el comportamiento reologico de
muestras de mayonesa, mantequilla, margarina, puré de manzana, ketchup y mostaza.

5.2.2.2 Fluidos reopépticos

Los fluidos reopécticos tienen un comportamiento al flujo contrario a los tixotrdpicos,
es decir, la viscosidad aparente aumenta con el tiempo en que la muestra es sometida a un
determinado gradiente de velocidad, lo que les confiere una cierta semejanza con los fluidos
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dilatantes en el sentido de que la Unica diferencia es si el tiempo para la destruccion o
formacion de estructura es detectable o no.

El modelo reoldgico aplicable a estos fluidos es el de la ley de la potencia, siendo el
valor del indice de comportamiento al flujo mayor que la unidad. Al igual que con los otros
tipos de fluidos, para este tipo de alimentos se pueden aplicar otros modelos distintos con
mayor o menor €xito.

Finalmente indicar que, aunque se ha observado un comportamiento reopéptico en
algunos alimentos como ciertas mieles de eucalipto, este tipo de fluidos son muy poco
frecuentes en el campo de la alimentacion.

5.2.3 Fluidos no newtonianos viscoelasticos

Las caracteristicas de los productos viscoelasticos varian desde las de los liquidos
viscosos con propiedades elésticas (modelo de Maxwell) a las de los s6lidos con propiedades
viscosas (modelo de Kelvin-Voigt). En condiciones normales, no es apreciable la elasticidad
debida al estiramiento de los enlaces interatomicos y se puede afirmar que la elasticidad de
los alimentos viscoelasticos es debida a la deformacién elastica de las macromoléculas. En
los alimentos viscoeldsticos es frecuente que solo se dé una recuperacion parcial, porque la
red tridimensional eléstica se desintegra bajo el efecto de la tension (Muller, 1973).

Una forma de caracterizar estos fluidos es estudiando la evolucién del esfuerzo
cortante con el tiempo a una velocidad de deformacién fija pudiéndose realizar un analisis
comparativo de las diferentes muestras a partir de las curvas obtenidas (Barbosa-Canovas et
al., 1993).

Existen diversos modelos matematicos que permiten explicar el comportamiento de
los fluidos viscoelasticos. El més simple de todos ellos puede obtenerse combinando un
solido de Hooke con un fluido de Newton, lo que lleva al conocido modelo de Maxwell

THAT=1MY (13)

donde A es el tiempo de relajacion definido como la relacion entre la viscosidad newtoniana
(n) y el modulo de elasticidad (G).

Este modelo resulta ser excesivamente simple, por lo que tiene el defecto de ser
demasiado restringido ya que solamente puede ser aplicado cuando el comportamiento
viscoelastico es lineal y, por lo tanto, no es adecuado cuando lo que se pretende representar es
un comportamiento no lineal como el observado en los materiales reales. Es por esto, que son
necesarias expresiones mas complicadas que modelicen de forma madas apropiada los
comportamientos viscoeldsticos no lineales (Kokini, 1992). El modelo de Bird-Carreau es
uno de ellos, y estd basado en la teoria constitutiva de Carreau que incorpora la historia
completa de deformacién del material.

Existen varios alimentos que presentan propiedades viscoelasticas. Se trata, en
general, de productos con caracteristicas de geles o semisélidos como los geles de almidon-
gelatina y los de leche, los helados, las manzanas, los fideos cocidos, el queso, la masa de
harina de trigo, las espumas de proteina y los granos de maiz y trigo (Muller, 1973). También
presentan propiedades viscoelasticas la crema de leche y la mantequilla batida (Rao, 1986).

6 Factores que influyen en el comportamiento reologico

Existen muchos factores que influyen en el comportamiento reoldgico de los
alimentos como son la presion, la estructura del alimento, el gradiente de velocidad o
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velocidad de deformacién y el tiempo de tratamiento de la muestra. Pero son, quizas, la
temperatura de tratamiento y la concentracion del alimento los més importantes y los que mas
se han estudiado.

6.1 Efecto de la temperatura

Hasta el momento en que son consumidos, los alimentos estan sometidos
continuamente a cambios de temperatura. Empezando por el proceso de elaboracion y
pasando por los periodos de transporte y almacenamiento las condiciones de temperatura a
que son sometidos los alimentos pueden variar notablemente. Por este motivo es muy
importante conocer sus propiedades reoldgicas en funcion de la temperatura.

Son muchos los autores que en sus investigaciones correlacionan el efecto que la
temperatura ejerce sobre la viscosidad mediante una ecuacién de tipo Arrhenius (Vitali y
Rao, 1982; Cryall et al., 1982; Rao et al., 1984; Manohar et al., 1991; Ibarz et al., 1992).

Para los fluidos newtonianos, la expresion que correlaciona la viscosidad con la
temperatura es:

n =Ky exp (E./ RT) (14)

donde Ky es el factor de frecuencia, E, es la energia de activacion de flujo, R es la constante
universal de los gases perfectos y T es la temperatura absoluta.

En el caso de los fluidos no newtonianos en lugar de la viscosidad se correlaciona la
viscosidad aparente a una velocidad de deformacion fijada (Vitali, et al., 1974; Rao et al.,
1984; Moresi y Spinosi, 1984):

Na = N exp (E, /RT) (15)

siendo m, la viscosidad aparente y m una constante denominada viscosidad de deformacion
infinita.

En el caso de fluidos que obedecen el modelo de la ley de la potencia y de Herschel-
Bulkley, el efecto de la temperatura puede correlacionarse mediante un modelo combinado de
la ecuacion de Arrhenius para el indice de consistencia (Harper y El-Sahrigi, 1965; Vitali y
Rao, 1984):

t=Kexp (E,/RT) Y" (16)

Esta ecuacion ha sido utilizada en concentrados de tomate (Harper El-Sahrigi, 1965;
Rao et al., 1981), cremogenado de pera (Harper y Lebermann, 1962), puré de guayaba (Vitali
y Rao, 1982) y concentrados de frambuesa (Ibarz y Pagéan, 1987).

En lineas generales puede decirse que la viscosidad disminuye al aumentar la
temperatura, y lo mismo ocurre con el indice de consistencia y el umbral de fluencia. Ibarz et
al., (1995), al estudiar el comportamiento reoldgico de zumos concentrados de kiwi (55,7 y
63 °Brix), establecen una relacion de tipo lineal entre el indice de consistencia y la
temperatura, que se concreta en la siguiente expresion:

To=a-bT (17)

donde Tt es el umbral de fluencia, a y b son constantes y T es la temperatura en Kelvin.
La variacion de la temperatura no suele afectar al indice de comportamiento al flujo
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(Saenz y Costell, 1986) aunque algunos autores afirman que aumenta con la temperatura
(Ibarz y Pagan, 1987).

6.2 Efecto de la concentracion

Se han descrito dos tipos de correlaciones o modelos matematicos para considerar el
efecto de la concentracion en la viscosidad (Harper y El-Sahrigi, 1965; Saravacos, 1970; Rao
et al., 1984), una segin un modelo potencial:

n=K,Cc* (18)
y otra segiin un modelo exponencial:
1 =Kz exp (AxC) (19)

En estas ecuaciones K;, K;, A; y A; son constantes y C es el contenido en sélidos
solubles del fluido expresado en °Brix. Estas ecuaciones también son validas para estudiar el
efecto de la concentracion en el indice de consistencia.

El modelo potencial da resultados satisfactorios en purés de frutas y hortalizas
altamente viscosos (Rao et al., 1981; Vitali y Rao, 1982). Sin embargo, los mismos autores
encontraron que para zumos de fruta concentrados el modelo exponencial proporcionaba
mejores ajustes. Esto ultimo ha sido confirmado por otros autores que han estudiado la
reologia de zumos clarificados de diversas frutas (Ibarz et al., 1989; Ibarz y Ortiz, 1993;
Schwartz y Costell, 1989).

Normalmente, un aumento de la concentracion comporta un incremento de la
viscosidad o del indice de consistencia. También puede afectar a otros pardmetros como el
umbral de fluencia, que si bien tiende a aumentar con la concentracion a veces se ha descrito
el efecto contrario (Ibarz et al., 1991). Por lo que respecta al indice de comportamiento al
flujo, un aumento de la concentracidon o bien no le afecta (Saenz y Costell, 1986) o bien hace
que disminuya (Mizrahi y Berk, 1972).

7 Medidas en reologia

Basandose en la clasificacion de los instrumentos para el estudio de la textura hecha
por Scott-Blair (1958), Rao (1986) clasifico los instrumentos para el estudio de las
propiedades de flujo de los alimentos en tres categorias segun métodos en los que se utilizan:

- Métodos fundamentales: Miden propiedades fisicas bien definidas utilizando
geometrias que son faciles de analizar matematicamente. Este punto se desarrolla en el
siguiente apartado.

- Métodos empiricos: Miden pardmetros que no estdn claramente definidos, pero que
la experiencia ha demostrado que son utiles. Algunos instrumentos como los consistometros
Adams y Bostwick, y el viscosimetro de flujo de tubo, han sido utilizados para caracterizar
cremogenados de frutas y vegetales, papillas infantiles (baby foods), y alimentos de tipo pur€.
Los métodos empiricos se usan en el control de calidad de estos productos y en estudios
relacionados con los efectos de los cambios de las condiciones de procesado en la
consistencia de los purés (Rao, 1986).

También se incluirian en este grupo los viscosimetros rotacionales que utilizan
geometrias de dificil analisis matematico, como husos con agujas o aletas, con las cuales se
obtiene, para fluidos no newtonianos, una magnitud de viscosidad aparente en unidades
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arbitrarias.

- Métodos imitativos: estos aparatos miden las propiedades en condiciones que
simulan las que se dan en la practica. Estos aparatos son utilizados principalmente en
alimentos solidos.

7.1 Métodos fundamentales

Varios instrumentos se han empleado para medir las propiedades de flujo mediante
métodos fundamentales. Estos pueden ser clasificados en funcion de la geometria especifica
empleada: capilar, cilindros concéntricos, plato y cono y platos paralelos.

Para todas la geometrias se deben cumplir tres requisitos: que el fluido tenga flujo
laminar, que la operacion sea isoterma y que no exista deslizamiento en la interfase solido-
fluido.

Viscosimetros capilares

Se basa en el hecho de que cuando un fluido fluye a través de un tubo forma un
gradiente de velocidad y se induce un cizallamiento. El fluido puede fluir por accion de la
gravedad o por efecto de un presion dada. Si se conocen el caudal volumétrico, las
dimensiones del tubo y la presion aplicada se pueden construir las curvas de fluidez y
calcular los valores aparentes de la viscosidad (Barbosa-Canovas et al., 1993).

Estos aparatos han sido utilizados por algunos autores para estudiar las propiedades
reoldgicas de algunos zumos y purés de fruta (Saravacos, 1968: Rao et al., 1974; Vitali y
Rao, 1982).

Viscosimetros Plato-Cono y Plato-Plato

Es un tipo de viscosimetro rotacional que consta que un plato circular plano y de un
cono (plato-cono) u otro plato plano (plato-plato o platos paralelos). El angulo del cono es de
3° 0 menor pare evitar distorsiones en los resultados debido al efecto borde. Las ecuaciones
que permiten calcular la velocidad de deformacién y el esfuerzo cortante han sido deducidas
por Brodkey (1967) para el caso de plato-cono y por Walters (1975) para platos paralelos.
Viscosimetro de cilindros concéntricos

Consta de un vaso de medicion cilindrico (de radio R,) que contiene en su interior un
cilindro (de radio R;) de forma que el fluido queda atrapado en la corona anular que dejan el
vaso y el cilindro interior. Durante la operacién de medida, el cilindro interior o el vaso giran
a una velocidad constante, mientras el otro permanece fijo. En estas condiciones el par
transmitido por el elemento mévil hacia el fijo, a través del fluido, sera constante.

Para poder obtener las ecuaciones fundamentales con este tipo de viscosimetros,
ademas de los requisitos mencionados anteriormente, deben hacerse una serie de suposiciones
adicionales (Rao, 1986):

- El flyjo es estacionario.

- No existen componentes radiales ni axiales de la velocidad.

- No existe distorsion del campo de flujo por el efecto borde de los cilindros.

Si es el vaso de medicion el que gira, permaneciendo el cilindro interior fijo, se
denomina sistema Couette, mientras que si es al revés, es decir, el cilindro interior gira y el
vaso permanece fijo se denomina sistema Searle. La transicion de flujo laminar a turbulento
ocurre a velocidades de giro mas elevadas en el sistema Couette que en el Searle.

Si la corona anular es estrecha se imposibilita el estudio de alimentos que contienen
particulas sélidas grandes como es el caso de los purés y pulpas de fruta (Rao, 1975).
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8 Principales mecanismos de deterioro en zumos y cremogenados

Las principales alteraciones o modificaciones indeseables que se producen en zumos
y derivados de fruta afectan a cambios en la textura, como ablandamientos, insolubilizaciones
o pérdidas de capacidad de retencion de agua; en el sabor, con desarrollo de sabores a
acaramelado, rancidez u otros sabores extrafios; en el color, por oscurecimientos o
decoloraciones; y en el valor nutritivo por pérdida o degradacion de vitaminas, proteinas y
minerales (Tannenbaum, 1982).

Las principales causas de estas alteraciones son debidas a los microorganismos y a las
reacciones quimicas y bioquimicas. Los distintos procesos bioquimicos son catalizados por
un gran nimero de enzimas, los cuales deben ser inactivados para que el alimento no pierda
sus propiedades organolépticas originales. Sin embargo, se pueden dar casos en los que la
actividad bioquimica quede inactiva pero que la accidn microbiana persista y provoque
alteraciones posteriores (Holdsworth, 1987).

En el aspecto microbiano las principales alteraciones que tienen lugar en derivados de
fruta son las debidas a fermentaciones que son causadas en su mayoria por levaduras, aunque
también algunas bacterias y mohos pueden originar modificaciones no deseadas en estos
productos.

Dentro de las alteraciones quimicas o bioquimicas en alimentos, hay numerosos
mecanismos o reacciones capaces de ocasionar estas alteraciones, pero en los derivados de
frutas, son quizas, las de pardeamiento no enzimatico las que mas importancia tienen a este
respecto. Estas reacciones producen modificaciones en el color durante el proceso de
extraccion y elaboracién, pero también pueden producirse durante la conservacion y
almacenamiento de los zumos y cremogenados (Mariné, 1982). Esta evolucion del color se
produce principalmente por reacciones de caramelizacion, debidas a la degradacion del acido
ascorbico, y por reacciones de Maillard, un complejo grupo de reacciones que dan como
resultado la formacion de compuestos pardos denominados melanoidinas.

Para seguir la evolucion del color provocada por el pardeamiento no enzimatico en
zumos y cremogenados de frutas se han ensayado diversos métodos, pero dada la
complejidad de estas reacciones, es dificil establecer un mecanismo de reaccion preciso que
las describa en su globalidad. En consecuencia, las metodologias utilizadas abordan su
estudio desde distintos enfoques (evolucion del color, formacion o degradacion de
compuestos) intentando describir la fenomenologia observada mediante el seguimiento de
distintos parametros modelizables en expresiones matematicas sencillas y de facil
determinacion como son la absorbancia (Beveridge et al., 1986; Lozano, 1991; Ibarz y
Navés, 1995), la luminosidad y diferencia de color (Lozano et al., 1994), e incluso se han
definido nuevos indices que explique estas modificaciones del color (Buera ef al., 1985). Pero
es, quizas, el contenido en HMF el indice mas ampliamente utilizado en el estudio de los
pardeamientos no enzimaticos en zumos y cremogenados, y es considerado como una medida
de la intensidad del tratamiento térmico al que han sido sometidos los zumos (Aleixandre y
Serrano, 1989; Toribio y Lozano, 1987; Ibarz et al., 1989a; 1989b; Ibarz et al., 1993), el cual
se origina por distintas vias, una de ellas es la deshidratacion de las hexosas en medio acido y
otra a través de las reacciones de Maillard (Feather, 1982; Hoseney, 1984).

9 Microflora aislada en derivados de fruta

Todos los vegetales poseen en su superficie una microflora, mas o menos
caracteristica, que depende mucho del tipo de planta, clima, ubicacion, fase de desarrollo y en
las frutas, sobre todo, del grado de maduracion. La flora superficial tiene un gran interés
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durante el almacenamiento y procesado de las frutas (Muller, 1981). Estudios acerca de la
carga microbiana inicial en frutas y hortalizas realizados en la época de recoleccion
demostraron que los recuentos promedios de levaduras estaban comprendidos entre mas de
10° y 6,710* pfc/g (o cm?) de tejido (Webb y Mundt, 1978). Aunque en la mayor parte de los
casos la contaminacion es externa, también se han aislado microorganismos del interior
(huesos y pepitas) de los frutos.

La materia prima utilizada en la elaboracién de zumos y cremogenados de frutas
contiene muchos géneros y especies de microorganismos, incluidos bacterias, mohos y
levaduras (ICMSF, 1985), sin embargo, de acuerdo con su composicion quimica, los zumos,
cremogenados y pulpas de fruta, poseen una serie de especies microbianas para las que
presentan buenas condiciones de crecimiento y desarrollo, mientras que para otras
constituyen un mal sustrato. Ademds de las condiciones nutritivas, el pH juega un papel
primordial como factor seleccionador y como retardante o inhibidor del crecimiento
microbiano (Muller, 1981).

De las frutas frescas y sus zumos se han aislado numerosos géneros de bacterias
(Ingram y Luthi, 1961; Sand, 1973). Las principales especies pertenecen a los grupos de las
bacterias lacticas (géneros Leuconostoc y Lactobacillus), acéticas (géneros Gluconobacter 'y
Acetobacter) y algunas bacterias esporuladas del género Bacillus. Turtura et al.(1988) al
estudiar la microflora bacteriana presente en zumos y néctares de frutas observo que las cepas
aisladas pertenecian a los géneros Lactobacillus, Gluconobacter y Bacillus con una
distribucion del 55,42 %, 10,28 % y 34,28 % respectivamente.

Las especies de levaduras que se pueden encontrar en los derivados de frutas
dependen del tipo de fruta (Baird y Kooiman, 1985). A continuacion se relacionan algunas de
las levaduras mas frecuentes en los distintos tipos de frutas y sus derivados mas importantes:

- Las manzanas enteras y sus zumos recién exprimidos contienen fundamentalmente
levaduras aspordgenas como especies de Candida, Torulopsis, Rhodotorula, Brettanomyces y
Cryptococcus.

- Los jugos de manzana fermentados contienen principalmente levaduras esporogenas
de los géneros Saccharomyces, Pichia, Hansenula, Debaryomyces y Saccharomycopsis.

- Las uvas y los zumos de uva se encuentran contaminados principalmente por
levaduras espordgenas como Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Hanseniaspora, Pichia,
Torulaspora, y Debaryomyces. También se encuentran presentes especies asporogenas como
Kloeckera apiculata que junto con Saccharomyces cerevisiae comprenden alrededor del 80
% de las levaduras totales en uvas y otra frutas.

- Los jugos de citricos se contaminan fundamentalmente con Candida,
Zygosaccharomyces, Hanseniaspora, Saccharomyces y Pichia.

- En conservas de frutos tropicales se han aislado levaduras de los géneros
Schizosaccharomyces y Zygosaccharomyces (Bhajekar y Kulkarni, 1991).

En general, las especies que han sido aisladas con mayor frecuencia de frutas y sus
derivados han sido Saccharomyces cerevisiae y Candida tropicalis (Torok y King, 1991a).

10 Microflora alterante de los derivados de fruta

Los zumos, cremogenados y derivados de fruta en general constituyen ecosistemas
relativamente Unicos, dada la particular combinacion de sus propiedades fisicas y quimicas,
dentro de las cuales destacan, ademas del pH y la acidez, la actividad de agua y la presencia
de sustancias antimicrobianas naturales como aceites esenciales, dcido benzoico o acido
sorbico (Baird y Kooiman, 1985).

Aunque algunos zumos podrian llegar a constituir un buen medio de cultivo para
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algunas bacterias acidolécticas, como Lactobacillus y Leuconostoc, la mayor parte de las
bacterias son incapaces de crecer a los niveles de pH que presentan los derivados de frutas
(Cardona et al., 1992), ya que prefieren un pH neutro para su desarrollo. Contrariamente, las
levaduras y mohos pueden crecer y desarrollarse en estas condiciones, de ahi que la mayor
parte de las alteraciones microbianas que tienen lugar en zumos y derivados de frutas sean
debidas a las levaduras, mas del 90 % segun Cardona et al. (1992), y buena parte del resto a
mohos.

En cuanto a la presencia de patogenos en los productos a base de frutas, es preciso
decir que son productos de bajo riesgo sanitario debido fundamentalmente a que el bajo valor
de su pH limita el crecimiento de este tipo de microorganismos.

10.1 Alteraciones bacterianas

Las bacterias responsables del deterioro de los alimentos acidos (pH < 4,5) son todas
gram-positivas (Corlett y Brown, 1983). Entre las bacterias causantes de alteracion en zumos
y cremogenados, solo las lacticas y las acéticas merecen ser consideradas, ya que, como ya se
ha sefialado anteriormente, debido a las condiciones de pH y acidez que presentan estos
productos, rara vez son capaces de desarrollarse otras especies bacterianas.

Las bacterias productoras de acido lactico figuran entre las mas alterantes de zumos
de fruta, siendo las especies de Lactobacillus y Leuconostoc las que mas frecuentemente han
sido aisladas de zumos alterados. Entre los lactobacilos aislados predominan los
heterofermentativos, es decir que, ademas de acidos organicos, producen alcohol etilico y
CO; a partir del azucar. El crecimiento de este tipo de bacterias en productos derivados de
frutas se ve favorecido por su capacidad para desarrollarse en condiciones de anaerobiosis,
por su tolerancia a la acidez (algunas especies pueden crecer a un pH de 3,0-3,5 y la mayoria
pueden hacerlo a pH de 3,5) y por su capacidad de crecer a las temperaturas que se utilizan en
el almacenamiento de zumos y cremogenados.

Las especies de Gluconobacter también pueden ser causantes de alteraciones, dada su
capacidad para crecer a pH relativamente bajos, pero estos microorganismos son
estrictamente aerobios por lo que solo se multiplicaran adecuadamente cuando esté asegurado
un buen aporte de oxigeno. Los productos alterados por este tipo de bacterias son ricos en
acido lactico, acético o gluconico, presentando generalmente un aspecto turbio y, algunas
veces, burbujas de gas visibles.

Las bacterias alterantes son relativamente sensibles al tratamiento térmico y son
destruidas por las técnicas corrientes de pasteurizacion. Por el contrario, las formas
esporuladas son muy termorresistentes, aunque la germinacién de las esporas se ve inhibida
por los valores de pH bajos.

10.2 Alteraciones causadas por mohos

Los mohos son, generalmente, muy tolerantes a condiciones de acidez elevada, y son
capaces de crecer con una reducida actividad acuosa, pero esta capacidad varia enormemente
entre los géneros e incluso entre las distintas especies de un mismo género. Son capaces de
crecer en condiciones nutritivas dificiles, pero estos microorganismos, con muy pocas
excepciones, son estrictamente aerobios, por lo que su desarrollo se encuentra muy limitado
en las condiciones de bajo contenido de oxigeno que presentan la mayoria de los derivados de
fruta (Baird y Kooiman, 1985).

Los principales géneros que producen alteraciones en zumos y derivados de frutas son
Penicillium, Aspergillus, Cladosporium y Byssochlamys. Dragoni y Comi (1985) aislaron
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cuatro especies de mohos a partir de zumos de fruta industriales: Penicillium expansum,
Byssochlamys fulva, Byssochlamys nivea, y Aspergillus fumigatus, este ultimo fue aislado en
zumo de melocoton. Turtura et al. (1988) aislaron también diversas especies de los géneros
Penicillium, Aspergillus, Cladosporium y Trichoderma cuando estudiaron la microbiologia
de bebidas no alcoholicas.

Este tipo de mohos cuando se desarrollan lo hacen, por su condicion de aerobios, en la
superficie formando colonias y micelios flotantes en el producto. A veces también son los
causantes de la formacion de floculos o de una clarificacion de la turbidez debido a la
degradacion de las pectinas. El crecimiento de mohos puede originar alteraciones en el color
de los productos alterados como consecuencia de la difusion de sus pigmentos y de la
destruccion de los pigmentos naturales de las frutas. Muchos mohos destruyen los 4cidos de
la fruta como el citrico y el ascorbico o sintetizan otros como el gluconico y el oxalico,
produciendo modificaciones en el pH y en el sabor. El crecimiento de mohos toxigénicos,
productores de toxinas, y la consiguiente acumulacion de estas sustancias en las frutas puede
representar un serio problema ya que estas toxinas, que no se destruyen por los tratamientos
térmicos corrientes aplicados a los zumos, pasarian a los zumos y derivados de fruta
representando un grave peligro para la salud de los consumidores (Frank, 1968).

Algunos mohos como Fusarium y Mucor en ausencia de oxigeno pueden producir
fermentaciones en las que se originan alcohol etilico y anhidrido carbonico (Muller, 1981).
En este caso las formas vegetativas crecen sumergidas en el producto. Vicini et al. (1984)
aislaron mohos productores de gas a partir de zumos de fruta envasados en "tetra brik" que
mostraban una clara hinchazén. Las cepas aisladas fueron identificadas como Mucor
spinensis 'y Cephalosporium roseo-griseum.

Algunos mohos son mas termorresistentes que las levaduras y por ello pueden
predominar en los productos pasteurizados (Marshall y Walkley, 1952). Las esporas
conidiales y el micelio se destruyen a temperaturas entre 55 y 70 °C (Lubieniecki von
Schelhorn, 1973), pero las ascosporas y los esclerocios son mucho mas resistentes al calor y
algunas sélo se destruyen a temperaturas superiores a los 80 °C.

10.3 Alteraciones por levaduras

Los zumos y cremogenados de frutas son los productos que mejor cubren las
necesidades de las levaduras en lo referente a pH, condiciones nutritivas y oxigeno, por lo
que son los microorganismos que mas facilmente crecen y se multiplican en estos alimentos.
Muchas levaduras aisladas de frutas son capaces de crecer en condiciones de anaerobiosis y
son muy tolerantes a una elevada acidez, ya que pueden crecer a pH de 2,0 y 1,5. Sus
necesidades nutritivas son minimas; muchas pueden sintetizar una gran variedad de
sustancias esenciales para el crecimiento, incluyendo aminoacidos, carbohidratos y vitaminas,
y requieren concentraciones muy bajas de nitrdgeno para crecer.

Las alteraciones producidas por el crecimiento anaerobio de levaduras se caracterizan
por la produccién de CO; y alcohol etilico, originados por la fermentacion de los azlcares.
También originan turbidez, sedimentos, floculos, peliculas y agregados. Si producen
pectinesterasa son capaces de destruir la turbidez natural debida a las pectinas (Baird y
Kooiman, 1985). Son capaces de degradar los acidos organicos (elevando el pH) y pueden
formar acetaldehido, que contribuye al "olor a fermentado" (Cardona et al., 1992).

Los principales géneros de levaduras causantes de alteraciones en los derivados de
frutas son Rhodotorula, Candida, Brettanomyces y Torulopsis dentro de las levaduras
asporogenas, y Debaromyces, Hansenula, Pichia y Saccharomyces dentro de las levaduras
esporogenas (Lubieniecki von Schelhorn, 1951; Sand, 1969).
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Las especies de levaduras mas representativas que Dragoni y Comi (1985) aislaron de
zumos de fruta industriales fueron Kloeckera apiculata, Pichia etchelsii, Torulopsis candida,
Candida gilliermondii y Saccharomyces bailii (Zygosaccharomyces bailii); sin embargo no
detectaron la presencia de Saccharomyces cerevisiae. Son muchos, en cambio, los
investigadores que afirman que Saccharomyces cerevisiae es una de las especies mas
frecuentemente aisladas de derivados de fruta. Asi, Deak y Beuchat (1993) afirman que
Saccharomyces cerevisiae es la especie mas frecuente en concentrados de fruta y fue aislada
en el 100 % de las muestras analizadas de concentrado de naranja y cereza. También se ha
aislado Saccharomyces cerevisiae y Candida maltosa en productos alterados de citricos
(Parish y Higgins, 1989) y en preparados comerciales de pomelo (Parish y Higgins, 1990).

Las contaminaciones por levaduras pueden presentarse en las distintas fases de
elaboracion de los zumos y cremogenados, aunque frecuentemente son responsables de
fermentaciones durante el almacenamiento, ain cuando los productos se mantengan en
refrigeracion, ya que algunas especies pueden desarrollarse a bajas temperaturas (Pederson et
al., 1961; Peynaud y Domercq, 1964).

Como resultado de sus investigaciones Put et al. (1976) concluyeron que las levaduras
que forman ascosporas tienen mayor resistencia al calor que las que no las forman, y
establecieron que los valores D para las ascosporas de Saccharomyces cerevisiae y
Saccharomyces chevalieri eran diez veces mayores que para las formas vegetativas. Sin
embargo, las esporas de las levaduras son mucho menos resistentes al calor que las esporas
bacterianas Put ef al. (1976) también encontraron que Saccharomyces cerevisiae era la
especie mas termorresistente de todas la levaduras que aislaron de bebidas no alcohdlicas.
Otros muchos autores han estudiado la termorresistencia de levaduras aisladas de productos
derivados de la fruta (Beuchat, 1982a; Stecchini y Beuchat, 1985; Torok y King, 1991b).

11 Modelos predictivos del crecimiento microbiano

La aplicacion de modelos matematicos para describir el crecimiento de los
microorganismos en alimentos ha tenido un notable desarrollo en los Ultimos afios. Segun
McMeekin et al. (1993), los principales factores que han contribuido a incrementar el interés
por los modelos predictivos en microbiologia de alimentos han sido dos. El primero de ellos
ha sido el marcado aumento de las intoxicaciones provocadas por alimentos durante los afios
80, lo que llevd a un mayor conocimiento, por parte de la opinion publica, de los
requerimientos para una alimentacion sana y segura. El segundo ha sido la comprension de
que los métodos microbioldgicos tradicionales y muchos métodos "rapidos", que se utilizaban
para determinar la calidad y la seguridad de los alimentos, estaban limitados por las
necesidades de tiempo para obtener resultados y tenian muy poco valor predictivo. Buchanan
(1991) apuntaba otro factor para explicar el aumento de los modelos predictivos: el
espectacular desarrollo y el facil acceso al poder de calculo de los ordenadores.

En esencia, los modelos microbianos, se basan en expresiones matematicas que
describen el comportamiento de los microorganismos. Esto incluye expresiones que muestran
los cambios en las poblaciones microbianas con el tiempo y como influye las condiciones
ambientales sobre ese cambio (Whiting y Buchanan, 1994).

Los modelos microbianos constituyen valiosas herramientas, en la industria
alimentaria, para predecir el crecimiento o supervivencia de los microorganismos. Los
modelos pueden, de esta forma, aportar informacion muy util para tomar decisiones acerca de
la higiene y la vida util de un producto, pudiéndose estimar los riegos potenciales debidos al
crecimiento de patdgenos en un alimento tras un periodo de almacenamiento en determinadas
condiciones, o establecer una fecha de caducidad para un producto mediante la estimacion del
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tiempo necesario para alcanzar un nivel especificado de alteracion del producto o de
poblacién microbiana. Ademas también son utiles en otro tipo de situaciones relacionadas
con la prediccion del control de calidad, el desarrollo de nuevos productos, planes de trabajo
y analisis de datos en laboratorios y en educacion

11.1 Tipos de modelos microbianos

Los distintos modelos pueden ser clasificados en funcion del suceso que estudian o de
las variables consideradas. Whiting y Buchanan (1993) proponen una clasificacion en tres
niveles, denominados primario, secundario y terciario. En el nivel primario se incluyen los
modelos que describen los cambios de la poblacion microbiana con el tiempo en unas
determinadas condiciones. Aqui se incluyen los modelos de crecimiento y de
inactivacion/supervivencia microbiana. Los modelos del nivel secundario describen la
variacion de los parametros de los modelos primarios con respecto a uno o mas factores de
cultivo o ambientales (pH, temperatura, atmosfera, etc...). En el nivel terciario se
encontrarian las aplicaciones que ayudan a un mejor manejo de los modelos primarios y
secundarios de forma que, mediante un uso adecuado de la informacién obtenida, permiten
calcular y formular las predicciones, comparaciones y graficas deseadas.

Dentro del nivel primario, los modelos matematicos para describir el crecimiento
microbiano pueden ir desde las, relativamente simples, apreciaciones basadas en las
respuestas de crecimiento o no crecimiento a tratamientos mas complejos donde se describen
cuantitativamente cada una de las fases del ciclo de crecimiento microbiano. Un ejemplo del
anterior método fue desarrollado por Meyer et al. (1989) para determinar los efectos del pH y
la actividad de agua en el crecimiento del levaduras que producian alteraciones en diferentes
grupos de alimentos.

Para modelizar el crecimiento microbiano en funcion del tiempo se utilizan con
frecuencia curvas sigmoidales. Este tipo de funciones se eligen debido a que presentan cuatro
fases, similares a las curvas de crecimiento microbiano, que comprenden una fase inicial de
cambio lento, una fase de cambio acelerado, otra fase de cambio desacelerado y, finalmente,
una fase estacionaria (Stannard et al., 1985; Gibson, et al., 1987; Baranyi et al., 1992). De
este modo, los modelos primarios permiten estimar parametros cinéticos de las curvas de
crecimiento microbiano como la fase de latencia, el tiempo de generacion, el ratio de
crecimiento maximo y la densidad de poblacion méaxima de un microorganismo bajo
determinadas condiciones (Skinner y Larkin, 1994). Los dos modelos primarios usados con
mayor frecuencia son las funciones de Gompertz y la logistica (Gibson, et al., 1987). Si bien
ambas funciones son sigmoidales, la diferencia entre ellas radica en que la funcidn logistica
es simétrica alrededor del punto de ratio de crecimiento maximo, mientras que la funcion de
Gompertz es asimétrica.

11.2 Modelo de Gompertz

El modelo mas ampliamente utilizado para describir el crecimiento microbiano es la
funciéon de Gompertz modificada segiin Gibson et al. (1987). Se trata de una ecuacion
sigmoidal asimétrica de cuatro parametros que viene dada por la expresion:

L(t) = A + C exp (exp(B(tM))) (20)

siendo
L(t) = logaritmo decimal del recuento de microorganismos a un tiempo t log(pfc/ml).

35



A = logaritmo decimal del recuento inicial de microorganismo log(pfc/ml).

C = logaritmo decimal del incremento final de microorganismos log(pfc/ml).

M = tiempo al cual el cultivo alcanza su méximo ratio de crecimiento (h).

B =ratio de crecimiento relativo a M log(pfc/ml)/h.

t = tiempo (h).

A partir de los parametros A, B, C y M de la ecuaciéon de Gompertz es posible
calcular otros pardmetros de crecimiento derivados como son el ratio de crecimiento
exponencial (RCE), el tiempo de generacion (TG), la fase de latencia (FL) y la densidad
maxima de poblaciéon (DMP) mediante las siguientes ecuaciones asociadas:

BC
RCE = ----—--—- [log(pfc/ml)/h] (21)
e
(log 2)e

TG=  oremoereeeee ()] (22)

BC

1
FL= M=o [(h)] (23)

B

DMP= A+C [log(pfc/ml)] (24)

Este modelo ha sido muy utilizado tltimamente por varios autores para describir la
cinética de crecimiento en diversas especies bacterianas aisladas de alimentos: Salmonella y
Escherichia coli (Gibson y Roberts, 1986 Buchanan y Bagi, 1994), Aeromonas hydrophila
(Marchetti et al., 1992), Listeria monocytogenes (Dalgaard et al., 1994), Yersinia
enterocolitica (Bhaduri et al., 1994). Sin embargo la bibliografia existente sobre
modelizacion de poblaciones de mohos y levaduras es mucho mas escasa.

12 Métodos de control de los microorganismos

Uno de los mayores problemas con el que se enfrentan las industrias elaboradoras de
derivados de fruta es el mantener los productos libres de microorganismos productores de
fermentaciones, de enmohecimientos y de otros cambios perjudiciales que puedan alterar sus
propiedades fisicas y organolépticas. Para ello existen diversos métodos de conservacion de
este tipo de productos, como son, entre otros, mantenerlos bajo presion de dioxido de
carbono, conservarlos en congelacion, tratarlos con radiaciones, adicionarles conservantes,
esterilizarlos por filtracion o tratarlos térmicamente (pasteurizacion, esterilizacion). Todos
estos sistemas van encaminados a destruir los microorganismos de los zumos y
cremogenados o, al menos, a detener su actividad metabolica.

De todos los métodos enumerados en el parrafo anterior quizés sean la pasteurizacion,
junto con la adicidén de conservantes quimicos, los métodos mas utilizados en la industria de
los elaborados de frutas, aunque actualmente, y debido en parte a la demanda creciente por
parte de los consumidores de productos "naturales" (sin aditivos ni conservantes quimicos) y
de una mayor calidad organoléptica, los esfuerzos de fabricantes e investigadores se dirigen
hacia el desarrollo de nuevos métodos de conservacion. Muchos de ellos son métodos
combinados que permiten reducir las concentraciones de los conservantes y que parecen tener
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un futuro muy prometedor (Beuchat, 1981a; 1982a). No obstante, los tratamientos térmicos
son los métodos de conservacion mas habituales en la industria de los elaborados de fruta.

12.1 Conservacion quimica

Como se ha dicho antes, se observa una tendencia general a sustituir la adicion de
antisépticos por otras técnicas de conservacion igualmente eficaces.

Los conservantes quimicos autorizados por la legislacion espaiiola en la elaboracién
de zumos de frutas, de vegetales y sus derivados son: el 4cido benzoico y sus sales de sodio,
calcio y potasio, el acido soérbico y sus sales de sodio, calcio y potasio, el acido para-
hidroxibenzoico y sus ésteres, y el dioxido de azufre y sus derivados (Cenzano ef al., 1989).

El 4cido benzoico se usa especialmente como agente micostatico. Muchas levaduras y
mohos se inhiben a concentraciones de 0,05-0,1 % de acido no disociado, pero la mayor parte
de la bacterias causantes de alteraciones son mucho mas resistentes y no debe, por tanto,
confiarse en el acido benzoico para la conservacion de alimentos capaces de permitir el
crecimiento bacteriano (Chichester y Tanner, 1972). El acido sorbico posee un amplio
espectro de actividad contra los microorganismos catalasa-positivos, que incluyen las
levaduras, mohos y bacterias, y se utiliza por tanto para inhibir los contaminantes aerobicos
en los alimentos fermentados o 4cidos, ya que la eficacia méxima de este conservante tiene
lugar a valores de pH &cidos, como los existentes en los zumos y cremogenados de frutas
(Park y Marth, 1972). Las levaduras y los mohos de los géneros Mucor y Penicillium que
producen alteraciones en los zumos y derivados de frutas, incluso los tipos termorresistentes,
detienen su crecimiento a concentraciones de acido sérbico del orden de 100 a 500 mg/l. No
obstante, se conocen algunos microorganismos, como Lactobacillus arabinosus, que resisten
concentraciones grandes de acido sorbico y otros, como Aspergillus Niger, que son capaces
de utilizarlo como sustrato. La concentracion de acido sorbico necesario para detener el
crecimiento microbiano en los zumos de frutas disminuye al adicionarles acido ascorbico o al
mantenerlos en refrigeracion a 0° C. Los ésteres del acido para-hidroxibenzoico poseen un
amplio espectro antimicrobiano y son inhibidores eficaces de levaduras, mohos y bacterias a
pHs proximos a la neutralidad (Baird, 1983). El didéxido de azufre se utiliza ampliamente para
controlar el crecimiento de los microorganismos no deseables de las frutas trituradas y zumos
de frutas. En las frutas trituradas el SO, evita el crecimiento de Botrytis, Cladosporium y
otros mohos (Clark y Takacs, 1983).

La tolerancia a los conservantes quimicos por parte de los microorganismos varia
entre géneros, especies e incluso entre cepas. Muchas especies microbianas pueden adaptarse
a concentraciones bajas de estos aditivos, por lo que se requieren concentraciones mucho
mayores para inhibir su crecimiento.

12.2 Pasteurizacion

En la industria es necesario el conocimiento del tratamiento térmico conveniente para
eliminar, de un producto determinado, una poblacion microbiana e inactivar los enzimas. Este
tratamiento térmico, sin embargo, deberd ser el mas ajustado para que no se desencadenen
una serie de reacciones no deseables como son:

- destruccion de componentes de importancia nutritiva como las vitaminas y
provitaminas.

- aceleracion de las reacciones entre azicares y aminodcidos libres (reacciones de
Maillard), dando lugar a productos de color oscuro y gusto amargo.

- hidrolizacion y liquefaccion de almidones y otros polisacaridos.
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- caramelizacion de los azucares.

- destruccion de pigmentos coloreados (clorofilas, carotenos, xantofilas,...).

- desnaturalizacion de las proteinas.

- aceleracion de la oxidacion de las grasas.

- formacion de productos toxicos.

En definitiva, reacciones que afectan a las condiciones organolépticas y nutritivas del
producto que es tratado térmicamente.

En el caso de cremogenados y derivados de fruta la destruccion de los
microorganismos capaces de desarrollarse en el producto puede conseguirse con un
tratamiento de pasteurizacion, es decir, calentando durante un periodo de tiempo determinado
a una temperatura por debajo de 100 °C. Ademas con este tipo de tratamiento también se
consigue inactivar los enzimas de la fruta.

El tratamiento de pasteurizacion aplicado en cada caso dependera de:

La microflora

La termorresistencia de los microorganismos alterantes depende, entre otros factores,
de las condiciones de crecimiento y de la presencia o no de esporas (Gibson, 1973).

El producto

El pH, la actividad de agua, la presencia de sustancias antimicrobianas y el tipo de
producto son factores muy importantes que influyen sobre la resistencia térmica y el
crecimiento de los microorganismos sobrevivientes (Juven et al., 1978; Feig y Stersky, 1981;
Beuchat, 1981a; 1982a).

Ya que el bajo pH de los zumos y cremogenados favorece la destruccion microbiana
por el calor, en general es suficiente un calentamiento a 70-80 °C durante pocos minutos. En
pasteurizaciones rapidas, donde se emplean temperaturas mas altas, el tiempo necesario de
calentamiento es menor.

13 Termorresistencia de los microorganismos

La temperatura es, probablemente, el factor ambiental mas importante de cuantos
afectan a la viabilidad y desarrollo de los microorganismos. Las temperaturas por encima de
aquellas a las que los microorganismos crecen habitualmente producen inevitablemente su
muerte o les provocan lesiones subletales. Exposiciones mas drasticas provocan en las
poblaciones homogéneas un progresivo y ordenado descenso del nimero de microorganismos
debido a la muerte de un niamero de células tanto mayor cuanto més prolongado sea el tiempo
de exposicion (Olson y Nottingham 1983).

La termorresistencia de una célula o de una poblacion microbiana estd generalmente
definida por el tratamiento térmico maximo que la célula o poblacion microbiana es
susceptible de soportar. Es necesario precisar que, desde un punto de vista practico, por
muerte microbiana se entiende la pérdida de la capacidad para reproducirse cuando se le
coloca en condiciones iddneas para su multiplicacion (Bidan, 1986).

Muchos microorganismos no esporulados responsables de la alteracion de los
alimentos son considerablemente mas termorresistentes que los patdégenos no esporulados,
por lo que, normalmente, un tratamiento que elimine los microorganismos alterantes también
destruird a los patogenos.

13.1 Cinéticas de inactivacion térmica

De entre los numerosos métodos que se han utilizado para estudiar la
termorresistencia de los microorganismos, en lo concerniente a la evaluacion del efecto del
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tratamiento térmico, dos sobresalen por encima de los demas. El primero, muy proximo a la
definicion de termorresistencia, consiste en medir, después de un tratamiento térmico
establecido, la probabilidad de no crecimiento de un volumen determinado de una suspension
homogénea de menstruo en unas condiciones de cultivo determinadas. Se trata pues, de un
andlisis que permite evaluar el nimero mas probable de supervivientes. El segundo método
consiste en medir directamente, con un método apropiado, la supervivencia de una poblacion
microbiana dada. Se trata de un anélisis de tipo "frecuencia de supervivientes" (Bidan, 1986).

Ya en 1921 Bigelow estudi6 las variaciones relativas de dos pardmetros "temperatura"
y "tiempo de tratamiento" para un mismo efecto fisioldgico, y definiéo el tiempo de
destruccion térmica (TDT) a la vez que establecia la relacion logaritmica que existe entre el
TDT y la temperatura de calentamiento. Desde entonces, y aunque se hayan observado
excepciones, esta perfectamente establecido que el orden de la termodestruccion es
esencialmente logaritmico (o exponencial) (Brown y Melling, 1971; Stumbo, 1973), lo que
permite estudiar la evolucion de una poblacién microbiana en funcidon de la temperatura de
tratamiento para un tiempo de exposicion dado o en funcion del tiempo para una temperatura
establecida.

13.1.1 Velocidad de termodestruccion microbiana

Segun se ha dicho, la destruccion por calor de una poblacion microbiana en un medio
determinado sigue una cinética de primer orden (Cheftel et al., 1982):

------- — kN (25)

de la que integrando se obtiene:
N=Nge™ (26)

donde

N es el numero de microorganismos supervivientes al tratamiento térmico.

Nj es el nimero de microorganismos inicial.

k es la constante de velocidad de destruccion de los microorganismos (min.").

t es el tiempo de tratamiento térmico (min.).

La Figura 1-4 ejemplifica una gréafica tipica de supervivencia microbiana.
Representando el logaritmo del nimero de supervivientes al tratamiento a una determinada
temperatura, en funcién del tiempo se obtiene una linea recta. Bajo condiciones fijas la
velocidad de termodestruccion es constante e independiente del nimero inicial de células.

A partir de estas graficas, se puede determinar el tiempo de reduccion decimal, o valor
D, que se define como el tiempo, en minutos, que es necesario para destruir el 90% de la
poblacion. Graficamente viene representado como el tiempo necesario para que la curva de
supervivencia atraviese un ciclo logaritmico. Los valores D deben indicar mediante un
subindice la temperatura a la que corresponden. Al calcular los valores D, generalmente, se
asume el hecho de que el recuento de microorganismos decrece con el tiempo de acuerdo con
una funcidon puramente exponencial. Sin embargo, esto solamente es asi para una cierta
densidad de células y para determinados intervalos de tiempo. Quiere esto decir que
solamente la fase de destruccidon exponencial puede ser usada para la determinacion exacta de
los valores D.
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Un factor basico que es preciso tener en cuenta en las curvas de supervivencia es la
dependencia de la termorresistencia de numerosos factores, por lo que al definir los valores D
es necesario precisar perfectamente no solo el tipo de microorganismo, sino también el medio
de tratamiento y otros factores influyentes.

13.1.2 Valor z

Si el valor D refleja la termorresistencia de un microorganismo a una determinada
temperatura y en un determinado medio de tratamiento, los puntos de una grafica de
termodestruccion indican las resistencias relativas a las distintas temperaturas (Figura 1-5).
Estas graficas pueden construirse representando los logaritmos de los valores D en funcion de
las temperaturas a las que corresponden. La pendiente de la grafica se expresa en términos del
valor z, que es el incremento de temperatura o el nimero de grados Celsius necesarios para
que la gréafica de termodestruccion atraviese un ciclo logaritmico.

La pareja de valores D y z caracterizan la termorresistencia de un microorganismo en
un medio bien definido. Por extrapolacion es posible calcular el tratamiento térmico
necesario para alcanzar un nivel de poblacion microbiana determinado.

13.2 Factores que afectan a la termorresistencia

El niimero de factores que intervienen en la termorresistencia es tan grande que la
interpretacion de los resultados obtenidos de las investigaciones no resulta facil. Esta idea fue
magnificamente expresada por Schmidt (1957): "La multiplicidad de variables introducidas
por el tipo de microorganismo estudiado, las técnicas utilizadas y la implicacion de los
diversos factores ya tratados, convierten en extremadamente dificil la interpretacion
razonable de los datos publicados". Basdndose en las numerosas revisiones de los distintos
factores que afectan a la termorresistencia microbiana (Schmidt, 1957; Hansen y Riemann,
1963; Roberts y Hitchins, 1969; Brown y Melling, 1971) éstos pueden clasificarse en tres
tipos generales:

- Factores genéticos del microorganismo: como diferencias especificas y raciales, y
entre esporos y c¢lulas vegetativas.

- Factores ambientales que ejercen su influencia durante el crecimiento y la formacion
de las células o los esporos: como edad, temperatura y medio de cultivo.

- Factores ambientales que actuan durante el tratamiento térmico de las células o
esporos: la naturaleza fisicoquimica del medio o menstruo en el que se realiza el
calentamiento o tratamiento térmico. La bibliografia relativa hace alusion a diversos factores
como pH, actividad de agua, medio de suspension, tipo de alimento, a la presencia de sales,
carbohidratos y de otros compuestos organicos o inorganicos.

También son numerosos los estudios realizados con la finalidad de determinar la
influencia de diversos factores sobre la termorresistencia de levaduras aisladas de zumos y
derivados de frutas (Berger et al., 1982; Beuchat, 1982a; 1983a; Jermini y Schmidt-Lorentz,
1987).

13.2.1 Influencia genética. Tipo de microorganismo

Esta influencia se pone de manifiesto por el hecho de que en las mismas condiciones
de tratamiento térmico y en los mismos medios, las distintas especies de un género e incluso
las diferentes cepas de una misma especie presentan termorresistencias diferentes.

Las esporas bacterianas son muy resistentes a las temperaturas extremas, llegando,
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algunas de ellas, a sobrevivir a tratamientos de varios minutos a 120 °C. En cambio las
células vegetativas de las bacterias esporuladas, al igual que las levaduras y hongos,
presentan termorresistencias similares a las bacterias no esporuladas. La mayoria mueren tras
unos minutos a 70-80 °C y en los alimentos hiimedos, como los zumos y cremogenados,
ninguna resiste una exposicion momentanea a 100 °C.

Algunos autores, al estudiar la termorresistencia de distintos micoorganismos aislados
de vino, obtienen que las bacterias lacticas presentan una menor resistencia al calor que las
levaduras (Splittstoesser et al, 1975; Barillere et al., 1983; Bidan, 1986). Resultados
similares se han obtenidos con levaduras y lactobacilos aislados de cerveza (Tsang y
Ingledew, 1982).

Put y De Jong (1980, 1982) realizaron un estudio de termorresistencia en 120 cepas
de levaduras aisladas de bebidas no alcohodlicas y de alimentos acidos. Los resultados
mostraron una sensibilidad generalmente mas importante en las levaduras asporégenas que en
las esporogenas. Entre estas, las especies del género Saccharomyces presentan la
termorresistencia mas alta, en particular las especies Saccharomyces cerevisiae y
Saccharomyces chevalieri seguidas de Saccharomyces bailii y de Saccharomyces uvarum.

13.2.2 Edad de las células

No esta claro el efecto de la edad de las células sobre su termorresistencia. De acuerdo
con Esty y Meyer (1922), los esporos jovenes son mas resistentes que los viejos. Otros
autores, en cambio, observan el efecto contrario (Curran, 1935), o no hallan correlacion
alguna entre edad y termorresistencia. Asi, Condon et al. (1992), en sus estudios sobre
Aeromonas hydrophila, llegaron a la conclusién que la edad de las células no afect6 a su
termorresistencia. Deveze y Ribereau-Gayon (1977) demostraron que para una cepa de
Saccharomyces bayanus, la termorresistencia era mayor para cultivos mas viejos. Es muy
probable que la falta de claridad de los efectos de la edad sobre la termorresistencia sea
debida a la no diferenciacion entre los efectos del factor edad por si mismo y la fase de
desarrollo en que las células puedan encontrarse.

13.2.3 Fase de crecimiento

En trabajos con Escherichia coli se ha observado una mayor termorresistencia durante
el periodo de latencia, al final de la fase logaritmica, y al comienzo de la fase estacionaria.
Siendo ésta minima al comienzo de la fase logaritmica (Elliker y Frazier, 1938). Estudios mas
recientes (Beuchat y Lechowich, 1968; Hurst et al., 1974; Parry et al., 1976) parecen
justificar la conclusion de que la méxima sensibilidad a temperaturas elevadas tiene lugar
durante la fase de crecimiento logaritmico.

13.2.4 Temperatura y medio de cultivo

Otro factor influyente en la termorresistencia es la temperatura de incubacion del
cultivo. La termorresistencia de todos los esporulados parece estar influenciada por la
temperatura de esporulacion. Asi, si la esporulacion tiene lugar a la temperatura 6ptima de
crecimiento, o superior, su termorresistencia durante la fase estacionaria sera apreciablemente
superior que si el crecimiento hubiera tenido lugar a temperaturas inferiores. Las formas
vegetativas presentan el mismo comportamiento que las esporuladas, como lo prueban las
investigaciones realizadas por Schmidt, (1957) y Stumbo, (1973), quienes hallaron que, en
general, cuanto mas se aproxima la temperatura a la 6ptima durante la fase de crecimiento,
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mas elevada es luego su termorresistencia. Otros muchos trabajos confirman este
comportamiento, entre ellos los de Tomlins y Ordal, (1976) y Beaman y Gerhardt (1986).

Estas diferencias en la termorresistencia segiin la temperatura de cultivo es lo que
convalida la utilidad practica del mantenimiento a bajas temperaturas y refrigeracion de los
alimentos que posteriormente van a ser tratados térmicamente, ya que con ello se evita el
desarrollo de formas mas termorresistentes que dificultarian tal tratamiento. Sherman et al.
(1929) y Theophilus y Hammer (1938) fueron los primeros que pusieron de manifiesto la
posibilidad de explotar en la practica las diferencias en la termorresistencia debidas a la
temperatura de cultivo.

El medio de cultivo y la riqueza en ¢l de determinados nutrientes, también tiene un
efecto importante sobre la termorresistencia de las células en ¢l obtenidas, pero los efectos de
diferentes componentes, solos o en combinacion, son tan variables que hacen muy dificil
sacar generalizaciones.

13.2.5 pH del medio de tratamiento

Quizas el factor que de un modo mas importante afecta a la temorresistencia sea el pH
y la acidez. La resistencia térmica de los microorganismos es generalmente maxima a valores
de pH préximos a la neutralidad, entre 6,0 y 8,0, y decrece cuando el pH se hace mas acido
(Montville y Sapers, 1981; Rodrigo et al., 1990). Las investigaciones de Condon et al.,
(1992) sobre Aeromonas hydrophila también parecen confirmar esto, dado que su maxima
resistencia térmica fue hallada a pH 6,0 y la minima a pH 4,0. Splittstoesser et al., (1975)
estudiaron el efecto del pH sobre la termorresistencia de una cepa de Saccharomyces
cerevisiae y otra de Lactobacillus fructivorans aisladas del velo del vino. Para los pH
estudiados, no encontraron efectos significativos sobre la termorresistencia de
Saccharomyces cerevisiae; por el contrario, para Lactobacillus fructivorans la
termorresistencia disminuy6 con el pH. Otros autores, en cambio, afirman que las levaduras
son mas termosensibles cuanto mas acido es el pH del medio de tratamiento (Deveze y
Ribereau-Gayon, 1977).

13.2.6 Actividad del agua

La reduccion de la actividad de agua en el medio de tratamiento aumenta
considerablemente la termorresistencia tanto en los esporos como en las células vegetativas,
lo que se refleja en la necesidad de utilizar temperaturas de tratamiento mas elevadas o
tiempos mas prolongados.

En trabajos sobre la influencia de la actividad de agua en Zygosaccharomyces se ha
demostrado que la termorresistencia de sus células vegetativas estaba mas influenciada por la
actividad de agua que la de sus esporos. Sin embargo, también se ha demostrado que cuanto
mas bajos son los valores de la actividad de agua del medio de tratamiento, menores son las
diferencias entre la termorresistencia de las células vegetativas y de los esporos (Jermini y
Schmidt-Lorenz, 1987).

13.2.7 Composicion del medio de tratamiento

Ademas del pH y de la a,, existen otros muchos elementos en la composicion del
medio que juegan un papel altamente importante en la resistencia térmica de los
microorganismos. Algunos de los mas significativos son el contenido en azlcares, la adicién
de conservantes alimentarios, la presencia y el tipo de acidos organicos y la presencia de sales
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(Gibson, 1973; Corry, 1976; Beuchat, 1981b; 1982a; 1987).

La mayoria de los autores estdn de acuerdo al afirmar que concentraciones altas de
azucar protegen a las células de levaduras contra la inactivacion térmica. El aumento en la
termorresistencia que presentd Saccharomyces rouxii 'y Torulopsis globosa al ser tratadas en
un medio al cual se le habia adicionado azucar fue atribuido por Gibson (1973) a la
deshidratacion de las células y a la reduccion del tamafio de poro de su pared celular. Beuchat
(1982a) estudiod la inactivacion térmica de cinco cepas de levaduras en cinco zumos de fruta
(albaricoque, manzana, uva, naranja y pifia) con un 30 y un 50 % de azucar afiadido,
encontrando que el azucar ejercia un efecto protector de la células contra el tratamiento
térmico. Pero, no sélo el contenido en azucar es importante sino también el tipo de azucar.
Corry (1976) estudi6 la termorresistencia de S. Rouxii en soluciones de diferentes azicares
(tratada a 65 °C, pH 6,5 y ay, 0,95) obteniendo los valores més altos de termorresistencia en
soluciones de sacarosa, valores intermedios en soluciones de sorbitol y los valores mas bajos
en glucosa y fructosa. Stecchini y Beuchat (1985) estudiaron la influencia de distintos
azucares en la termorresistencia de Saccharomyces cerevisiae en cremogenado de melocoton,
y encontraron que la presencia de sacarosa, glucosa y fructosa tenia un efecto protector.

Esta demostrado que la presencia de acido citrico juega un papel importante en la
resistencia térmica de las levaduras alterantes de zumo de naranja (Juven et al., 1978). El
acido sorbico reduce la termorresistencia de Aspergillus Niger pero en cambio parece no
tener efecto sobre Penicillium thomii (Shibasaki y Tsuchido, 1973).

También se han realizado trabajos en los que se ha estudiado el efecto combinado del
tratamiento térmico y la adicién de conservantes, bien solos o en combinacion con azucares
(Beuchat, 1982b) o 4cidos organicos (Beuchat, 1983b). Como resultado de dichos trabajos se
concluyd que, a idéntico tratamiento térmico, las levaduras ensayadas fueron mas
rapidamente inactivadas en los zumos que contenian benzoato sddico que en aquellos que
contenian concentraciones similares de sorbato potasico. Asi mismo, el efecto letal del
benzoato y del sorbato no parecio ser afectado por la presencia de altas concentraciones de
acidos organicos, pero, en cambio, fue reducido por la presencia de altas concentraciones de
sacarosa.

La presencia de sales en el medio de calentamiento también puede afectar la
termorresistencia de los microorganismos, aunque no existe consenso acerca de su efecto. La
presencia de grasas o aceites ejercen un efecto protector de las células, de forma que, en
aquellos alimentos con abundante cantidad de grasas, son necesarios tratamientos térmicos
mas drasticos.

Otro factor que estd indirectamente relacionado con la termorresistencia, pero que es
preciso tener en cuenta, es la recuperacion de las células dafiadas tras un tratamiento térmico.
La composicion de los medios, la adicién de solutos o conservantes y la temperatura de
almacenaje inmediatamente después del tratamiento térmico son factores que aparentemente
influyen en la supervivencia y en la recuperacion de las levaduras dafiadas por el calor
(Beuchat, 1982b).

14 El pardeamiento no enzimatico

Segun se ha visto anteriormente, tanto los cremogenados como los zumos clarificados
son sometidos, a lo largo de todo su proceso de elaboracion, a tratamientos térmicos de
mayor o menor intensidad, tales como pasteurizacion, esterilizacién o concentracion. Estos
tratamientos, si bien necesarios, tienen efectos no deseados sobre el producto final,
provocando cambios en el color, aparicion de aromas desagradables, modificaciones en el
sabor y pérdida o degradacion de algunos de sus componentes nutricionales, como vitaminas,
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azlcares y aminoacidos, y, ademas, conducen a la formaciéon de productos resultantes de las
reacciones de Maillard, S5-hidroximetilfurfural (HMF) y melanoidinas, que confieren al
producto final coloraciones oscuras englobadas bajo el término de pardeamiento no
enzimatico. En los alimentos estas sustancias coloreadas pueden formarse principalmente por
reacciones de "caramelizacion", oxidacion del acido ascorbico y por la reaccion de Maillard
(Hodge, 1953).

Caramelizacion

La caramelizacion o pirdlisis de los azlicares monosacaridos se da cuando se calientan
por encima de su temperatura de fusidon, con reacciones de enolizacioén, deshidratacion y
fragmentacion, formandose derivados furanicos que por polimerizacion forman pigmentos
oscuros. Si se trata de disacaridos debe de existir una hidrdlisis previa. Los citados derivados
furdnicos, como el furfural y el 5-hidroximetilfurfural (HMF) pueden a su vez reaccionar con
compuestos aminicos (reaccion de Maillard).

Oxidacion del acido ascorbico

Esta sustancia se oxida con facilidad en presencia de aire, pasando a furfural con la
consiguiente liberacion de CO, (Braveraman, 1967; Kanner et al., 1982; Marcy et al., 1984).
Este proceso se da en alimentos acidos (pH = 2,0-3,5), y al calentar, y se puede producir tanto
en presencia como en ausencia de oxigeno.

Esta oxidacion tiene lugar en frutas en las que los grupos amino con los que puede
reaccionar el acido ascorbico son relativamente escasos. Tal es el caso de los citricos y en
especial del limén y del pomelo (Maring, 1982)

Reaccion de Maillard

Bajo la denominacion de reaccion de Maillard se incluye un complejo sistema de
reacciones quimicas que tienen lugar, durante los tratamientos térmicos, entre los grupos
carbonilo y amino libre presentes en los alimentos, induciendo la formacion de pigmentos
pardos y componentes aromaticos en las ultimas etapas de reaccion (Baltes, 1981).

Muchos autores afirman que la reaccion de Maillard es el mecanismo predominante
en el pardeamiento no enzimatico que tiene lugar durante la elaboracidon y almacenamiento de
zumos y derivados de fruta, especialmente si se trata de fruta dulce (Joslyn, 1956; Cornwell y
Wrolstad, 1981).

15 Mecanismos de reaccion de Maillard

Los mecanismos quimicos de la reaccion de Maillard han sido ampliamente descritos
por varios autores (Hodge, 1953; Wilson, 1975; Cheftel y Cheftel, 1980), segtin los cuales el
desarrollo de la reaccion de Maillard presenta siete tipos de reacciones diferentes, que pueden
ser clasificadas de acuerdo a tres fases de desarrollo (Mariné, 1982):

I. Fase inicial (sin produccién de color).

A) Condensacion azucar-amino: se trata de una condensacion de los grupos
carbonilicos, de aldosas y cetosas principalmente, sobre grupos amino de aminodcidos y
proteinas para dar una glicosilamina N-sustituida.

B) Reagrupamiento de Amadori: tiene lugar la formacion de cetosaminas a partir de
aldosaminas. Esta reaccion es catalizada por acidos débiles y puede ser considerada como la
etapa clave en la reaccion de Maillard, pues en medios fuertemente acidos al hidrolizarse la
glicosilamina N-sustituida, puede revertir la reaccion hacia los sustratos de partida (Nufiez y
Laencina, 1990). En el caso de que el azlicar reaccionante sea una cetosa tiene lugar una
reaccion similar a la anterior, denominada reagrupamiento de Heyns-Carson, dando como
producto de la reaccion la formacion de una aldosilamina (Nursten, 1981).

Durante el desarrollo de la fase inicial del pardeamiento (reacciones A y B) tiene
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lugar una pérdida del valor nutritivo del alimento ya que se ve afectada la disponibilidad de
aminoacidos, sin embargo los productos de reaccion no confieren al alimento color ni aroma
propios (Finot y Mauron, 1969).

I1. Fase intermedia (incolora o con produccion de ligeros colores amarillos).

C) Deshidratacion de azucares: se conocen dos tipos de reacciones de deshidratacion
de azucares (Hodge, 1953). En sistemas acidos se produce la formacién de derivados del
furfural. En sistemas casi anhidros con presencia de aminas tiene lugar la formacion de
reductonas.

D) Fragmentacion de azucares: el potencial de pardeamiento de los productos
resultantes de la fragmentacion de los azucares varia considerablemente. Los compuestos que
mantienen el grupo a-hidroxicarbonilo sufrirdn pardeamiento solamente en soluciones
acuosas, y, en presencia de compuestos amino, el pardeamiento se vera fuertemente
acelerado. Los compuestos mas altamente reactivos son el glucolaldehido, gliceraldehido,
piruvaldehido, acetol, acetoina y diacetilo.

E) Degradacion de Strecker: aminoacidos mas dehidrorreductonas forman aldehidos
con un atomo menos de carbono y liberalizacion de CO,. Segun Maillard (1912) el didxido
de carbono liberado durante las reacciones de pardeamiento proviene del grupo carboxilo del
aminoacido y no del radical del azucar. Segln este proceso se explicaria la mayor parte, pero
no la totalidad, del CO, formado a partir de sistemas azucar-aminoacido. La produccion de
CO; sigue una evolucion paralela a la formacion del color y muestra la misma dependencia
del pH (Wolfrom, 1952).

III. Fase final (fuertemente coloreada).

En la fase final de pardeamiento tiene lugar la formaciéon de polimeros coloreados.
Las principales reacciones implicadas son la condensacion aldolica, la polimerizacion
aldehido-amina, y la formacion de compuestos nitrogenados heterociclicos, tales como
pirroles, imidazoles, piridinas y pirazinas.

F) Condensacion alddlica: tiene lugar entre compuestos intermedios para formar
pigmentos insaturados fluorescentes.

G) Polimerizacion de aldehidos con aminas: los aldehidos simples y las aminas
reaccionan facilmente a bajas temperaturas y forman productos polimeros coloreados.

16 Factores que afectan al pardeamiento no enzimatico

La reaccion de pardeamiento no enzimatico no se desarrolla siempre de la misma
forma, y tanto su velocidad como los productos finales que de ella se obtienen dependen de
numerosos factores; los mas importantes son: temperatura (Fox et al., 1983; Karel, 1984),
actividad de agua (Eichner y Karel, 1972), pH (O'Beirne, 1986) y la composicion del
alimento o medio (Buera et al., 1987b). Nuiiez y Laencina (1990), al enumerar los principales
factores que afectan a las reacciones de pardeamiento no enzimético, coinciden con la
relacion anterior, aunque dentro del factor composicion del medio destacan como factores
mas importantes el contenido y la naturaleza de los azucares, de los aminoacidos y proteinas
y el contenido en metales.

16.1 Temperatura y duracion del tratamiento

Bajo las mismas condiciones, la temperatura de tratamiento es el factor que mas
influye sobre la velocidad de reaccion. Ademads, también influye en la aomposicién de los
productos finales (Benzing-Purdie et al., 1985). En general, un aumento de la temperatura de
tratamiento provoca un aumento en la velocidad de reaccion del pardeamiento no enzimatico,
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incluso en ausencia de catalizadores amino (Danehy y Wolnak, 1983). La duracion de
tratamiento influye en el nimero y diversidad de los productos finales de la reaccion.

Estudios realizados en zumo de manzana concentrado de 75 °Brix, reflejan que para
obtener un incremento del color inicial del 100 % es necesario almacenar el zumo durante
mas de 100 dias a una temperatura de 20 °C, mientras que si la temperatura de
almacenamiento aumenta a 37 °C, el tiempo necesario para obtener el mismo incremento de
color se reduce a 20 dias (Toribio y Lozano, 1984). Esto da una idea de la influencia de la
temperatura en la velocidad del pardeamiento no enzimaético en los zumos de frutas.

El pardeamiento no enzimatico, como cualquier reaccion quimica, sigue una cinética
de reaccion cuya constante de velocidad varia con la temperatura siguiendo el modelo de
Arrhenius (Gonzalez et al., 1988b). En zumo concentrado de melocoton, el pardeamiento,
determinado mediante la variacion de la absorbancia a 420 nm, presenta una dependencia con
la temperatura que puede expresarse segun el citado modelo (Gonzélez et al., 1988a). En
estos modelos, la energia de activacion indica el grado de dificultad con que una reaccidn se
desarrolla, asi como su sensibilidad frente a la temperatura (Gonzalez et al., 1988b).

16.2 Actividad del agua

La actividad de agua también tiene una gran influencia sobre la velocidad de reaccion
de Maillard. A valores altos de a,, la velocidad de reaccion es baja debido a que los
reaccionantes se encuentran diluidos en el agua del medio; a valores de a,, bajos, como en
alimentos solidos, la reaccion se ralentiza debido a la reducida movilidad de los
reaccionantes. Por lo tanto, la velocidad de reaccion es méaxima cuando la actividad de agua
se encuentra en el rango 0,6-0,7 (Loncin ef al., 1968; Eichner y Karel, 1972; Warmbier et al.,
1976). Toribio et al. (1984), tras estudiar la velocidad de pardeamiento no enzimatico a
distintas concentraciones de solidos solubles en zumos de manzana, proponen que la maxima
velocidad de reaccion tiene lugar cuando la a, del medio es de 0,55, que corresponde a
zumos con una concentracion en solidos solubles en torno a 81 °Brix.

16.3 Acidez del medio

Acerca del efecto del pH en la reaccion de Maillard, algunas investigaciones, en
sistemas modelo y en alimentos, han demostrado que en general la reaccion es inhibida por
valores de pH bajos y favorecida por valores altos (Namiki y Hayashi, 1982; Ashoor y Zent,
1984), sin embargo, en zumo concentrado de manzana se ha observado comportamiento
opuesto (O'Beirne, 1986). Cole (1967), al estudiar el efecto del pH sobre distintos sistemas
modelo de azcar/aminoacido, encontré que una disminucion del pH provocaba un aumento
del tiempo de retardo o induccion.

16.4 Composicion del medio
La velocidad de la reaccion de Maillard depende también de la composicion del
medio, y en especial, de las caracteristicas de los diferentes azucares y aminoacidos que lo
forman, asi como de la proporcion entre ellos.

16.4.1 Naturaleza del aztcar

Young-Hye et al. (1986) estudiaron la capacidad de reaccion de los azucares en
sistemas modelo, a pH 5,8, calentados a 100 °C durante 10 horas. Como resultado de sus

46



investigaciones concluyeron que la glucosa era mas reactiva que la fructosa, ésta mas que la
lactosa, y que la sacarosa era la menos reactiva de los cuatro azucares.

La sacarosa, como aztcar no reductor, solo interviene en la reaccién una vez que se
ha producido su hidrolisis, que se ve favorecida por pH acidos y elevadas temperaturas
(Shallenberger y Mattick, 1983). En el caso de muchos zumos y cremogenados de frutas hay
que destacar su notable contenido en sacarosa la cual, a las temperaturas de tratamiento
durante el procesado de estos productos, puede hidrolizarse dando glucosa y fructosa y, por
tanto, aumenta el contenido en azucares reductores que pueden intervenir en las reacciones de
Maillard (Basbky et al., 1986).

16.4.2 Aminoécidos y proteinas del medio

El tipo de aminoécido influye en la composicioén de los productos aromadticos finales.
El aminoacido mas reactivo es la lisina, mientras que el acido glutamico y el aspartico
parecen tener un efecto inhibidor de la reaccion (Nafisi y Markakis, 1983).

Ashoor y Zent (1984), han comparado la reactividad de diferentes aminoacidos con
algunos azucares reductores, calentando sistemas modelo de azlicar/aminoacido a 121 °C
durante 10 minutos. Como resultado de su estudio concluyeron que la lisina es muy reactivo,
la alanina tiene una reactividad media y la arginina es poco reactiva. Ademas, la constante de
reaccion aumenta cuando el contenido en aminoacidos del medio aumenta (Toribio y Lozano,
1986).

Wong y Stanton (1992) encontraron que la presencia de aminoacidos en soluciones
modelo que imitaban la composicién de zumos concentrados de kiwi tenia una importancia
considerable en el pardeamiento. Numerosos autores han investigado la eliminacion de
aminoacidos de varios zumos de frutas usando resinas de intercambio i6nico y el efecto que
esta eliminacion de aminoacidos tiene sobre los niveles posteriores de pardeamiento. Asi, se
ha observado que la eliminacion de aminoacidos provoca reducciones en el nivel de
pardeamiento no enzimatico en zumo de manzana (Principe y Lozano, 1991), en zumo
concentrado de pera (Cornwell y Wrolstad, 1981), en zumo de limén (Clegg, 1964), en zumo
de naranja (Joslyn, 1957) y en zumo de kiwi (Wong y Stanton, 1992).

17 Medida de la intensidad del pardeamiento no enzimatico

Dada la complejidad de estas reacciones, es dificil establecer un mecanismo de
reaccion y, de este modo, deducir un modelo cinético preciso que las describa en su
globalidad. En consecuencia, las metodologias utilizadas abordan su estudio desde distintos
enfoques intentando describir la fenomenologia observada mediante el seguimiento de
distintos parametros de facil determinacion y modelizables en expresiones matematicas
sencillas. Los indicadores de la reaccion de Maillard mas comunmente utilizados son:
evolucion del color (absorbancia a 420 nm, evaluaciones colorimétricas) y determinaciones
cualitativas y cuantitativas de reactivos, productos intermedios y finales (HMF, aztcares)
(Eichner y Ciner-Doruk, 1981).

17.1 Evolucion del color

Entre las alteraciones que tienen lugar en las caracteristicas organolépticas de los
zumos y cremogenados como consecuencia de las reacciones de pardeamiento no enzimatico,
hay que destacar, como una de las mas importantes, las producidas en el color. Asi pues, el
color es un indicador indirecto de los compuestos coloreados formados, y, por lo tanto, la
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medida de la variacion del color con el tiempo de reaccion permite determinar la cinética de
pardeamiento no enzimatico. La medida del color ha sido muy utilizada en estudios de
pardeamiento no enzimatico ya que es una determinacion relativamente facil de realizar.

Normalmente, el color se caracteriza mediante medidas espectrofotométricas a 420
nm para la deteccion de pigmentos pardos (Toribio y Lozano, 1986; Ibarz y Bermejo, 1991) y
por evaluaciones colorimétricas como luminosidad y diferencia de color (Petriella et al.,
1985; Buera et al., 1987a, 1987b; Remacha et al., 1992).

17.1.1 El color y su medida

El color es el efecto de un estimulo sobre la retina que lo transmite al cerebro donde
es interpretado. El estimulo consiste en la luz reflejada o transmitida por un objeto a partir de
la luz que indice sobre €l.

El ojo humano percibe la luz visible (380 nm < 1 < 780 nm) y aprecia tres
caracteristicas (Duran, 1978): el tono o tipo de color, que responde a la dominancia de unas
radiaciones a determinadas longitudes de onda sobre otras (rojo, amarillo, azul); la saturacién
o pureza, que describe el grado en que un color se separa del gris neutro y se acerca a un
color puro del espectro (mas rojo o menos rojo segun la cantidad de gris presente en el color);
la luminosidad o claridad, que es la cantidad de luz reflejada o transmitida por un objeto
dentro de un mismo tono y saturacion (brillante, luminoso).

Un objeto puede absorber, reflejar o transmitir parte de la luz que le llega. La
proporcion de luz que refleja o transmite puede variar segun la longitud de onda de la luz
incidente, debido a que los pigmentos no absorben de igual forma a todas la longitudes de
onda (Cheftel y Cheftel, 1980).

La sensacion de color percibida por un observador depende de las caracteristicas del
producto, del color e intensidad de la iluminacion y del estado animico en se encuentre. Por
lo que el ojo humano no resulta un medio objetivo para realizar medidas de color (Ibarz,
1989).

Todo lo anterior muestra la necesidad de aplicar métodos instrumentales de medida,
basados en las teorias fisicas del color, que permitan interpretar, definir y comparar entre si
los diferentes colores de una forma objetiva y, al mismo tiempo, facilmente reproducible.
Entre los métodos mas utilizados se encuentran los basados en medidas espectrofotométricas
y posterior tratamiento matematico de los distintos pardmetros indicativos del color.

La medida del color estd normalizada a nivel internacional desde la reunion de la
Commission Internationale de I'Eclairage (CIE) celebrada en Paris en 1931 (Calvo, 1989). En
esta reunion se establecid una nomenclatura y un espacio de color conocido como sistema
CIE. Este sistema se basa en la posibilidad de reconstruir cualquier estimulo coloreado
mediante una mezcla de cantidades adecuadas de tres estimulos fundamentales de color. La
CIE establecié como colores fundamentales el rojo, el verde y el azul y se designaron como
X, Y y Z. Por lo tanto, cualquier diferencia de color se manifestara como un AX, AY, o AZ,
diferentes de cero, donde AX, AY, o AZ son las diferencias entre cada uno de los valores
triestimulo de los colores en cuestion.

Para representar graficamente los valores cromaticos, las coordenadas X, Y y Z de la
CIE se pueden transformar en coordenadas tricromaticas:

. (27)
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T (28)
X+Y+Z
Z
Z= e (29)
X+Y+Z

Dado que x +y + z =1, es posible determinar el color mediante dos coordenadas de
cromaticidad: x e y.

Este sistema es excelente para representar mezclas aditivas, siendo ademas muy
sencillo de manejar; sin embargo, es muy poco uniforme, por lo que con mucha facilidad
conduce al usuario no familiarizado con ¢l a errores. Es por ello que se han propuesto muchas
modificaciones de este sistema, una de las mas conocidas y usadas es el sistema Hunter (L, a,
b) y los mas recientes y oficialmente reconocidos como internacionales CIELAB y CIELUV.

En el afo 1974, el Comité de Colorimetria TC-1.3 de la CIE propuso para su estudio
dos espacios uniformes de color con sus correspondientes formulas de diferencias de color
asociadas. Estos dos espacios se denominaron CIELUV y CIELAB. Por diferentes causas, ha
sido el CIELAB (CIE L* a* b*) el que se ha impuesto, y en la actualidad este espacio se usa
cada vez mas y la mayoria de los colorimetros que aparecen en el mercado dan directamente
las coordenadas cromaticas CIELAB (Artigas et al., 1985).

El espacio de color CIELAB se genera representando en coordenadas rectangulares
las cantidades definidas por:

L* =116 (Y/Yo)'"”? - 16 (30)
a* =500 [(X/X0)"” (Y/Y0)"] Y/Y>0,01 (31)
b* =200 [(Y/Y0)"” (2/Zo)""] (32)

donde X, Y, Z son los valores triestimulos CIE correspondientes a la muestra y Xy, Yo, Zo, las
correspondientes al estimulo de referencia blanco (iluminante utilizado).

La diferencia de color y la diferencia de croma entre dos colores en este espacio
vienen dadas por las expresiones:

AE* = [(AL*)> + (Aa*)> + (Ab*)*]"2 (33)
AC* = [(Aa*)* + (Ab*)?]" (34)
siendo:
AL* =L* - L*, (35)
Aa* = a* - a* (36)
Ab* =Db* - b*, (37)

L*,, a*y y b* son los valores iniciales de los parametros CIELAB.
Ademas de un sistema normalizado de medida, también deben estar normalizados el
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iluminante con el que se ilumina el objeto a medir y el angulo de observacion del objeto, ya
que estos dos parametros influyen el la percepcion del color. Los patrones de luz
normalizadas que generalmente se utiliza son los iluminantes C, Dgs y D75, y los angulos de
observacion 2 °y 10 °.

17.1.2 Absorbancia

La medida de la absorbancia a 420 nm (A4z) ha sido muy utilizada por distintos
autores para estudiar el pardeamiento no enzimatico en distintos zumos y concentrados
clarificados de frutas expuestos a condiciones muy distintas de temperatura y tiempo de
tratamiento o almacenamiento. Asi, en zumos y concentrados clarificados de manzana, este
parametro ha sido utilizado por Beveridge ef al., (1986) e Ibarz y Navés (1995) para estudiar
el pardeamiento no enzimatico. También Toribio ef al. (1984) utilizaron la absorbancia a 420
nm para estudiar el pardeamiento no enzimatico en zumos clarificados concentrados de
manzana, en el rango de concentraciones de 65-90 °Brix, durante su almacenamiento a 37 °C.
Wong y Stanton (1992) usaron este mismo parametro para evaluar el pardeamiento no
enzimatico en zumos concentrados de kiwi almacenados a 20 °C durante 5 meses. Beveridge
y Harrison (1987) y Beveridge et al., (1987) lo emplearon con zumos de pera concentrados
de 45,2, 55,4, 65,1 y 72,5 °Brix almacenados durante 210 dias a 37, 20, 13 y 2 °C. Ibarz et al.
(1989a; 1989b; 1989c) también realizan varios estudios en zumos concentrados de pera en
diferentes condiciones de concentracion y temperaturas de tratamiento. Nagy, et al. (1990) en
zumo de pomelo comercial envasado en latas y botellas, almacenado a temperaturas de 10 a
50 °C durante 18 semanas y Speers et al. (1987) en zumo de fresa en el rango de temperaturas
de 20 a 45 °C.

En lo referente al melocotén, la medida de la absorbancia a 420 nm ha sido utilizada
por Gonzélez et al. (1988a) para estudiar la cinética de pardeamiento no enzimatico en zumo
concentrado clarificado en el rango de temperaturas de 50 a 90 °C. También Ibarz et al.
(1993) se basan en este parametro para determinar el efecto de las altas temperaturas en el
pardeamiento no enzimatico de zumos de melocoton de 15, 30, 45 y 55 °Brix al ser sometidos
a tratamientos a temperaturas de 100 a 108 °C, durante 90 minutos.

La A4 nm también se ha utilizado para estimar la evolucion del pardeamiento no
enzimatico en distintos sistemas modelo, como aspartamo/glucosa y glicina/glucosa
sometidos a condiciones de altas temperaturas, de 70 a 90 °C (Stamp y Labuza, 1983), o en
soluciones modelo simulando zumo clarificado de manzana, que contenian azucares, acidos
orgéanicos y los aminoécidos asparagina, acido aspartico y acido glutamico (Lozano, 1991).
Estas soluciones se prepararon a 50, 60 y 70 °Brix y se almacenaron a temperaturas de 15 a
37 °C durante 180 dias.

17.2 Variables colorimétricas

La diferencia de color (AE*), diferencia de croma (AC¥*), la luminosidad (L*) y los
pardmetros a* y b* del sistema CIELAB son variables colorimétricas ampliamente utilizadas
para caracterizar la evolucion del color en alimentos.

En estudios realizados en pulpas de ciruela, melocotdn y albaricoque se han utilizado
la diferencia de color (AE*), la luminosidad (L*) y los parametros a* y b* para determinar la
cinética del pardeamiento no enzimatico (Remacha et al., 1992). Estas variables también han
sido usadas, con la misma finalidad, en pulpas concentradas de frutas por Lozano et al.
(1994).

Ghazala et al (1991) estudiaron las cinéticas de formacion del color a altas
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temperaturas en soluciones acuosas de glucosa y glicina. La formacion de color fue evaluada
usando parametros CIE (luminosidad y las coordenadas cromaticas, x € y).

17.2.1 indice de pardeamiento

Como se ha dicho antes, el pardeamiento no enzimatico engloba una compleja serie
de reacciones quimicas, por lo que el primer problema que se plantea a la hora de determinar
su evolucion es la eleccion de las variables correctas. Con la finalidad de solventar este
problema algunos autores han definido nuevos indices que permitan realizar un seguimiento
adecuado del pardeamiento no enzimatico. Asi, Buera et al. en 1985, realizan estudios de
pardeamiento en sistemas modelos de alta actividad de agua que contenian mezclas de
distintos azlcares y aminoacidos, y proponen un nuevo indice, denominado indice de
pardeamiento ("index of browning", BR) para su estudio. El indice de pardeamiento (BR)
viene expresado por la ecuacion:

BR= 100 —-comrmv (38)

siendo x = X/(X+Y+Z), donde X, Y y Z son las coordenadas triestimulo definidas segin la
"Commission Internationale de I'Eclairage" (CIE) para el iluminante C y observador
colorimétrico 2°. Son pocas las referencias bibliograficas en las que se utiliza este indice
como parametro para describir el pardeamiento no enzimatico en zumos.

17.3 HMF y azicares

Las principales sustancias quimicas que se desarrollan en los procesos de
pardeamiento no enzimatico son el furfural y el 5-hidroximetilfurfural (HMF). El contenido
en HMF es importante por que indica el grado de calentamiento al que han sido sometidos los
productos durante su procesado (Resnik y Chirife, 1979). El HMF es uno de los indices mas
utilizados en el estudio del pardeamiento no enzimatico en zumos y derivados de frutas, y es
considerado como un indicador de la intensidad del tratamiento térmico a que han sido
sometido los zumos (Toribio y Lozano, 1987; Aleixandre y Serrano, 1989).

En la bibliografia existen numerosos trabajos en los que se evalua el HMF como
indicador del pardeamiento no enzimatico en diversos zumos y cremogenados de frutas
tratados en diferentes condiciones de temperaturas y contenido en sélidos solubles: en zumo
clarificado de manzana con un contenido en sélidos solubles de 15 a 70 °Brix y a
temperaturas de 100 a 108 °C (Toribio y Lozano, 1987); en zumo concentrado de pera de
70,4 °Brix y a temperaturas de 4 a 50 °C (Ibarz et al., 1989a); en zumo de naranja envasado
en "tetra-brik", almacenado a 2 °C, 20 °C y 40 °C durante cinco meses (Ventura et al., 1990);
en zumo de melocotdn concentrado, 15-64,5 °Brix, tratados a altas temperaturas, 100-108 °C,
(Ibarz et al., 1993). Guzman et al. (1986) eligieron el HMF como indicador de la repercusion
de diversas operaciones de tratamiento en la calidad final del cremogenado de albaricoque.

Los azucares reductores presentes en los derivados de fruta, principalmente fructosa y
glucosa en el caso del cremogenado de melocotdn, intervienen directamente en las reacciones
de pardeamiento no enzimatico, ademas algunos disacaridos, como la sacarosa, pueden
hidrolizarse durante el procesado de los cremogenados debido a las temperaturas de
tratamiento, lo que origina la formacion de glucosa y fructosa. Asi pues, la evolucion del
contenido en azucares, especialmente de la sacarosa, fructosa y glucosa, pueden servir de
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indicadores de la evolucion del pardeamiento no enzimatico. Babsky et al. (1986) estudiaron
la evolucion de estos azucares en zumo de manzana concentrado (72 °Brix) durante su
almacenamiento a lo largo de 111 dias. Bajo estas condiciones la sacarosa se hidrolizaba
segin una cinética de primer orden, al mismo tiempo que los azlcares reductores
experimentaban un incremento que venia determinado por la hidrdlisis de la sacarosa, pero
detectaron un consumo de azucares reductores atribuible a las reacciones de pardeamiento.
Garza et al. (1996) también han estudiado la evolucion de la concentracion de sacarosa,
glucosa y fructosa en zumo de manzana (11 °Brix) durante su tratamiento térmico a altas
temperaturas (80-98 °C), encontrando que el contenido en sacarosa, disminuye de forma
continuada a medida que aumenta el tiempo y la temperatura de tratamiento, mientras que la
glucosa y la fructosa no presentan una tendencia definida.

18 Cinéticas de pardeamiento no enzimatico

Para el estudio de las reacciones de pardeamiento no enzimatico es imprescindible
conocer su cinética y, en concreto, la velocidad con la que se produce el pardeamiento,
aspecto que viene dado por la constante de velocidad. También es importante conocer el
efecto de la temperatura y de la concentracion sobre la cinética de la reaccion. A pesar de
todo, la multitud de componentes y la complejidad de las reacciones obliga a obtener una
aproximacion cinética experimental (Gonzalez et al., 1988b).

En la bibliografia se informa de que la mayoria de las reacciones que estan
relacionadas con la pérdida de calidad por efecto del pardeamiento no enzimatico pueden ser
explicadas por cinéticas de orden cero o de primer orden; sin embargo, las diferencias
estadisticas entre ambos tipos son pequefias (Labuza y Riboh, 1982).

Numerosos autores (Labuza y Saltmarch, 1981; Singh et al., 1983; Stamp y Labuza,
1983; Toribio y Lozano, 1986: Buera et al., 1987a; Barbanti et al., 1990) sostienen que la
formacién de compuestos coloreados como consecuencia del pardeamiento no enzimatico
siguen una reaccion de orden cero.

18.1 Modelos cinéticos para la evolucion del color

En las reacciones de pardeamiento no enzimatico existe un periodo inicial de
induccion que corresponde a la etapa de Maillard de formacion y acumulacion de compuestos
carbonilicos que posteriormente daran lugar a la formacion de compuestos coloreados. Una
vez superado el periodo de induccion el color del producto aumenta linealmente con el
tiempo (cinética de orden cero) o aumenta exponencialmente (cinética de primer orden), o
bien, asintdticamente a un valor maximo (cinética mas compleja) (Labuza, 1972; Saguy et
al., 1978; Toribio y Lozano, 1984; Gonzalez et al, 1988Db).

En general la aparicion de color en los productos alimentarios sigue una ley potencial
(Lozano, 1985):

dP;
------ =k P% (39)
dt

Donde P; representa la propiedad considerada que varia en funcién del tiempo, k; la constante
de velocidad y n corresponde al orden de reaccion.

Estas reacciones suelen ser de orden cero o uno, siendo dificil discernir entre ambas,
si no se deja desarrollar la reaccion durante el tiempo suficiente (Beveridge y Harrison, 1984;
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Toribio y Lozano, 1984; Lozano, 1985).
18.1.1 Cinética de orden cero

En esta cinética se considera que la variacion de la propiedad considerada es
independiente de la concentracion de los reactivos, por lo que en la expresion potencial se
considera n = 0, y por lo tanto:

------ = ko (40)

Integrando esta ecuacion diferencial entre un tiempo inicial y un tiempo, t, cualquiera:
P= Po + ko t (41)
Si se consideran variables adimensionales:

P
------ — 4kt 42)
Py

Donde P es el valor de la propiedad considerada para un tiempo cualquiera, Py es el
valor inicial de la propiedad, t es el tiempo, k¢ la constante cinética de orden cero, y:

S — (43)

En el caso del color, la propiedad considerada equivaldra a la variable colorimétrica
estudiada en cada momento.

Segun este modelo la variacion del color del cremogenado debido a las reacciones de
pardeamiento no enzimatico, es directamente proporcional a la ko y al tiempo de reaccion. La
representacion de este modelo da lugar a rectas de pendientes ko o k, por lo que un aumento
de estas constantes implicard un aumento de la velocidad de pardeamiento.

18.1.2 Cinética de primer orden
En este caso se considera que la velocidad a la que varia la propiedad considerada es
proporcional a la misma propiedad, es decir, a la concentracién de compuestos poliméricos
coloreados que se estan formando. Asi pues, en la expresion potencial se considera n = 1,
quedando:
dp

------ kP (44)
dt

Integrando:
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P= P() eXp (k] t) (45)

Donde P, Py, y t tienen el mismo significado que en la cinética anterior de orden cero,
y kj es la constante cinética de primer orden.
Si se expresa de forma adimensional, la expresion anterior queda de la forma:

P
------ =exp(kit)  (46)
Py

En este caso la propiedad considerada varia exponencialmente con el tiempo, es decir,
en el caso del color, la formacion de compuestos coloreados aumenta cada vez mas
rapidamente a medida que tiene lugar el pardeamiento no enzimatico.

Linealizando se obtiene la expresion:

In k ----- ) =kt (47)

De este modo, la variacion de la propiedad (In P/Py) con respecto al tiempo viene
representada por una recta cuya pendiente viene dada por la constante cinética de primer
orden, k;. A medida que k; aumenta las rectas son mas pronunciadas y, por tanto, la
velocidad de pardeamiento es mayor (Gonzalez et al., 1988b).

18.1.3 Cinética combinada

En algunas ocasiones, los modelos anteriores, relativamente sencillos, no representan
adecuadamente la cinética de las reacciones del pardeamiento no enzimatico. A fin de
solventar este inconveniente se ha desarrollado una cinética combinada en la cual se
considera que el pardeamiento no enzimatico consta de dos etapas (Gonzalez et al., 1988b).
La primera consiste en la formacion de compuestos poliméricos coloreados, y sigue una
cinética de reaccion de orden cero; la segunda supone la descomposicion de los polimeros
coloreados en compuestos no coloreados, y sigue una cinética de primer orden. Seguin esta
cinética combinada el proceso de pardeamiento no enzimatico puede esquematizarse de la
siguiente forma:

Especies n=0 Polimeros
>
reactivas ko coloreados
Polimeros n=1 Compuestos
>
coloreados kq no coloreados

Por lo tanto, la expresion matematica del modelo cinético queda de la forma:

dP;
----- =Ko-K; P (48)
Dt

Integrando la expresion anterior, calculando la constante de integracion y agrupando
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los términos, se obtiene la expresion de la cinética combinada:

ko | ko ]
P= - | op, | exp (k) (49)
ki | g, |

Particularizando la propiedad (P) para la absorbancia en forma adimensional:

A ko [ Kk, ]
------------ - ‘ — -1 ‘ exp (-k; t) (50)
Ag ki Ao | K, A, |

Para las variables colorimétricas, diferencia de color (AE*) y diferencia de croma
(AC*), la ecuacion queda de la forma:

ko

AE* = co (1 -exp (-ky t) (51)
ki
ko

AC*¥ = ——--- (1 -exp (-ki 1)) (52)
ki

18.2 Modelos cinéticos para la formacion de S-hidroximetilfurfural (hmf)

El HMF puede formarse por diferentes vias: por deshidrataciéon en medio acido de
hexosas y por reaccion de Maillard a partir de aztcares reductores y grupos amino libres de
los aminoacidos. (Feather, 1982; Hoseney, 1989). La deshidratacion acida de hexosas para
formar HMF esta catalizada por el mismo HMF, por lo cual se puede considerar que la
reaccion de formacion de HMF es autocatalitica de segundo orden (Shallenberger y
Mattick, 1986). Por tanto la reaccion global puede expresarse:

K
Hexosas + HMF > 2 HMF

Ibarz et al, (1989a) plantean el siguiente desarrollo: se puede deducir que la variacion
de HMF con el tiempo sera:

dC nmr
---------- =K Cy Cumr (53)
dt

Expresion en la que Cyyr y Cy son las concentraciones de HMF y de hexosas, y k es
la constante de velocidad en unidades de I/molt.

Con objeto de integrar la ecuacion diferencial, es preciso expresar la Cy en funcion de
la Cymr. Por eso, ha de tenerse presente que por cada mol de hexosas que desaparece, no
aparece mas que uno de HMF, luego entonces, se cumplira:
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C() = CHMF + CH = COHMF + COH = constante (54)

Donde la Cy es la concentracion global en cualquier momento, y COHMF y COH son las
concentraciones iniciales de HMF y de hexosas respectivamente.
Esta igualdad permite expresar la concentracion de azucares en funcion de la de

HMF:
dChwmr
_________ =k (Co - Cumr) Cuwmr (55)
dt
Integrando esta expresion considerando que para: t =0 — Cyyr = COHMF, resulta:
1
Chamr = (56)
1
-+ Bexp (-K1)
Co
Siendo:
Co - C'nur
| SR (57)
Cmr Co
K=Cok (58)

En el caso de que la Cy >>> Cywmp, la concentracion de hexosas podria englobarse
dentro de la constante de velocidad y quedaria una expresion correspondiente a una cinética
de primer orden:

CHMF = COHMF exXp (k] t) (59)
Siendo, en este caso,
ki=k Cq (60)

Segin esta cinética de primer orden la concentracion de HMF es una funcion
exponencial del tiempo de reaccion.

Para cualquiera de los dos modelos descritos, para tiempos pequeios de reaccion se
obtiene que la concentracion de HMF coincide con la inicial.

18.3 Modelos cinéticos para la variacion de azicares

La desaparicion de las hexosas (glucosa y fructosa) durante la reaccion de Maillard
fue estudiada por Shallenberger y Mattick (1983), de forma que dedujeron que, a pH mayor
de 2, la formaciéon de HMF a partir de los azlicares sigue una cinética de primer orden. A
pesar de todo, establecieron que los resultados sobre desaparicion de azicares obtenidos en
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soluciones patrones son cuestionables, ya que el medio donde realmente se producen las
reacciones es mucho mas complejo que una solucion modelo. Por tanto, las reacciones, en
realidad, no tienen un orden bien definido y, con bastante probabilidad la cinética se ve
afectada por numerosos factores. Ademas, las reacciones de los azicares son diferentes segin
el pH del medio, y puesto que el pH varia a lo largo del proceso, la reaccion no puede ser
descrita perfectamente por un modelo simplificado.

Por ultimo, Shallenberger y Mattick (1983) afirman que el HMF se forma casi
exclusivamente a partir de la fructosa, siendo despreciable la proporcion de HMF procedente
de la glucosa, que sigue la misma reaccion que la fructosa una vez isomerizada en ésta.
También Lee ef al. (1988) observaron una pérdida gradual de aztcares con el tiempo y la
temperatura de almacenamiento en zumos de citricos, y ponen de manifiesto que la fructosa
es la mayor fuente potencial para la formacion de HMF. Trifiro et al. (1995) confirmaron este
comportamiento de la fructosa durante el almacenamiento de zumos frescos de naranjas.

Baisier y Labuza (1992) en estudios sobre la reaccion de Maillard en soluciones
patron de glucosa y glicina, dedujeron que la glucosa desaparecia segiin una cinética de
seudo-primer orden.

dCq
S ~kCq (61)
dt

Donde la Cg corresponde a la concentracion de glucosa.

Pero la desaparicion de la glucosa seglin esta cinética depende en gran medida de la
disponibilidad de aminoacidos en el medio. De acuerdo con Baisier y Labuza (1992) la
reaccion transcurre segun una cinética de segundo orden respecto a la concentracion de
glucosa y aminoacidos, pero este hecho es de dificil cuantificacién si no se tienen datos
acerca de la evolucion de los aminoacidos disponibles en el medio a lo largo del transcurso de
la reaccion.

Baisier y Labuza (1992) proponen una cinética de orden cero para la formacion de
melanoidinas y compuestos intermedios a partir de azlcares.

18.3.1 Modelos cinéticos para la sacarosa

En cuanto al disacarido sacarosa, éste sufre una reaccion de hidrolisis, hecho que
adquiere una gran importancia, ya que supone una aportacion de fructosa y glucosa al medio,
y, por tanto, también es preciso incluir este mecanismo dentro de la cinética de los azucares,
lo que complica la interpretacion del comportamiento cinético. Babsky et al. (1986)
encontraron que la hidrolisis de la sacarosa, cuando el contenido en agua del medio es
elevado, se comporta como una reaccion de seudo-primer orden:

S =k Cs (62)

Donde Cs es la concentracion de sacarosa para un tiempo t. Integrando la expresion
anterior y teniendo en cuenta que para t = 0 la concentracion de sacarosa (Cs) es igual a la
., ... 0 . .,
concentracion de sacarosa inicial (C’g), se obtiene la expresion:

Cs = C% exp (k; 1) (63)
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que expresada en forma adimensional y linealizada queda de la forma:

In { ------ | =k t (64)
C’

18.3.2 Modelos cinéticos para las hexosas

A partir de las cinéticas mencionadas antes para los distintos azucares, se ha intentado
deducir una cinética global que abarque los procesos seguidos por los tres azucares. Para ello
se proponen tres modelos distintos.

Modelo 1:

En este modelo se ha tenido en cuenta la concentracion total de hexosas (Cy = Cgr +
Cg) obtenida sumando la concentracion de fructosa (Cgr) y la de glucosa (Cg). Ademas se ha
considerado que la sacarosa se hidroliza, segiin una cinética de primer orden, para formar
hexosas; las hexosas a su vez participan en las primeras etapas de la reaccion de Maillard
siguiendo una cinética de orden cero (Baisier y Labuza, 1992) y, finalmente, el HMF se
forma a partir de hexosas segin un cinética de primer orden. Es decir, las expresiones de las
distintas reacciones son:

ks d(Cs)
Sacarosa = --mmmemmeeeeee- > Hexosas ~—-mmmmmmm—- = kg Cg (65)
dt
Kimr d(Crwmr)
Hexosas ~ ——-mmmmmmmmeee- >HMF e = knmr Camr (66)
dt
ku d(Cn)
Hexosas - > Prod. Maillard ~ --------------—- = -kyy (67)
dt

La ecuacion diferencial de velocidad de reaccion para las hexosas queda:

d(Cu)
""""" =ks Cs - knmr Cumr - kn = (68)
dt
= ks ZCOS exp(-kst) - kHMF COHMF CXp(kHMFt) - kH

Puesto que en la hidrolisis de la sacarosa a partir de un mol de ésta se forman dos
moles de hexosas (uno de glucosa y otro de fructosa), es necesario multiplicar por dos la
concentracion de sacarosa. Integrando se obtiene la expresion:

Ch = C+2C %[ Lexp(kst)[+Cnmr[ Lexp(kunrt)] knt (69)

En este caso las concentraciones se expresan en moles/litro. Las constantes cinéticas
de las reacciones de formacion de HMF (kyvmr) y de aparicion de hexosas (ks), que coincide
con la de desaparicion de la sacarosa, pueden conocerse. Solamente falta por conocer la
constante cinética de la reaccion de las hexosas para formar compuestos de Maillard.
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Modelo 2:

En este modelo se considera solamente la concentracion de la fructosa (Cggr), la cual
aparece por hidrélisis de la sacarosa segin una reaccién de primer orden, desaparece para
formar HMF segun una cinética de primer orden (Shallenger y Mattick, 1983; Lee y Nagy,
1988; Trifiro et al., 1995), e interviene en las reacciones de Maillard siguiendo una cinética
de orden cero.

ks d(Cs)
Sacarosa = -—mm-emmmeee- > Fructosa —mmemmmmemeeee- = kg Cy (70)
dt
Kpmr d(Cuwmr)
1§ T T — >HMF =~ - = kiamr Crmr (71)
dt
krr d(Crr)
Hexosas = = ——mmemmmmeem- > Prod. Maillard --------------- = -kpp (72)
dt

Como en el modelo 1, considerando la ecuacion diferencial de velocidad de reaccion
de la fructosa:

d(Crr)

""""" = ks Cs - kumr Cuwmr - Ker = (73)
dt

=ks COS exp(-ks t) - kumr Chmr exp(kumr t) - ker

En este caso, un mol de sacarosa proporciona un mol de fructosa, por lo que no hay
que multiplicar por dos la sacarosa. Integrando se obtiene:

Crr= Crr+C %[ 1exp(kst)]+C%mrl Lexp(kimrt) Krrt (74)

Igual que en el modelo 1, las constantes kyvr y ks pueden conocerse, y solamente hay
que calcular la constante kgg.
Modelo 3:

En este modelo en lugar de considerar la concentracion de fructosa se trabaja con la
de glucosa (Cg), la cual aparece por hidrélisis de la sacarosa siguiendo una cinética de primer
orden, interviene en las primeras etapas de la reaccion de Maillard segun una cinética de
orden cero y desaparece en una reaccion de caracter general siguiendo una cinética de primer
orden (Bisier y Labuza, 1992).

ks d(Cs)
Sacarosa = --mmmemmeemeee- > Glucosa —mmmmmmmeeme- = kg Cs (75)
dt
ky d(Cg)
Hexosas oo > Productos E——— Y O] (76)
dt
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S T — > Prod. Maillard ---—--e——— = -kg (77)

La ecuacion diferencial de la velocidad de reaccion de la glucosa es:

dCq
- s =ks Cs- k1 Cg - kg = (78)
dt
= ks C% exp (-ks t) - k; C% exp (ki t) - kg
Integrando se obtiene:

Cg = COe+C%[ 1exp(kst)]+C [ Lexp(kit)|kat (79)

En este caso se desconocen las constantes de las dos reacciones de desaparicion de la
glucosa, k; y kg. Con la expresion anterior, trabajando en moles/litro es posible calcularlas.
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II Objetivos

Esta tesis se enmarca dentro de las lineas de investigacion del Departamento de
Tecnologia de Alimentos de la Universidad de Lleida.

El objetivo fundamental es la caracterizacion de los principales aspectos del
cremogenado de melocotén, asi como el estudio de las cinéticas de deterioro que, por sus
caracteristicas, tienen una gran trascendencia desde el punto de vista del proceso y de la
conservacion del producto, y en definitiva de la calidad final del cremogenado de melocoton.
Caracterizacion Reoldgica

1.- Caracterizacion fisico-quimica del cremogenado de melocoton.

2.- Caracterizacion reoldgica del cremogenado de melocoton: Comportamiento al
flujo, influencia de la temperatura y de la concentracion en dicho comportamiento.
Caracterizacion Microbioldgica

1.- Caracterizacion de la microflora presente en el cremogenado de melocoton.

2.- Determinacion de la microflora potencialmente alterante del cremogenado de
melocoton.

Cinéticas de Deterioro

1.- Determinacion del comportamiento de Saccharomyces cerevisiae durante el
almacenamiento de cremogenado de melocoton.

2.- Determinacion de la termorresistencia de Saccharomyces cerevisiae.

3.- Estudiar las cinéticas de deterioro que, por efecto del pardeamiento no enzimatico,
tienen lugar en el cremogenado de melocotdn al ser tratado a elevadas temperaturas.

4.- Determinar los modelos cinéticos que describen el pardeamiento no enzimatico
mediante diferentes parametros colorimétricos.

5.- Determinar la evolucion de los compuestos que intervienen en el pardeamiento no
enzimatico del cremogenado de melocoton: HMF y azucares.
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III Plan de trabajo

0.- Revision bibliografica.

1.- Obtencion de las muestras.

2.- Caracterizacion fisico-quimica del cremogenado de melocoton.
Caracterizacion Reologica:

1.- Preparacion de las muestras a distintas concentraciones: 11, 14, 19,5, 24 y 29°Brix.

2.- Analisis reologico de las muestras.

3.- Andlisis de los datos experimentales y ajuste a distintos modelos reoldgicos.
Caracterizacion Microbiolégica:

1.- Aislamiento e identificacion de la microflora presente en el cremogenado de
melocoton.

2.- Deteccion y caracterizacion de los microorganismos potencialmente alterantes.

3.- Confirmacion del caracter alterante de los microorganismos aislados y
caracterizados como potencialmente alterantes.
Cinéticas de Deterioro:

1.- Pruebas de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en cremogenado de
melocoton.

2.- Pruebas de termorresistencia de Saccharomyces cerevisiae.

3.- Pruebas de pardeamiento no enzimatico: preparacion de las muestras a diferentes
concentraciones: 11, 20, 30 y 40 °Brix.

4.- Tratamientos térmicos de las muestras a 80, 85, 90, 95 y 98 °C.

5.- Medidas colorimétricas (Absorbancia a 420 nm y espectros de reflectancia).

6.- Determinacion por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) del contenido
de HMF y aztcares.

7.- Analisis de los datos experimentales y ajuste a distintos modelos cinéticos.
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IV Material y métodos
1 Material
1.1 Muestras ensayadas

La materia prima estudiada fue cremogenado de melocoton industrial suministrado

por la empresa transformadora Indulleida S.A., ubicada en la comarca del Segrid (Alguaire,
Lleida).

1.2 Microorganismos

Todos los microorganismos que se utilizaron a lo largo de este trabajo fueron aislados
a partir de las muestras de cremogenado de melocoton analizadas.

En las pruebas de evolucion de la poblacién microbiana y de termorresistencia se
trabajo con tres cepas de Saccharomyces cerevisiae. Estas cepas fueron seleccionadas de
entre todas las existentes por su capacidad para alterar el cremogenado de melocoton.

1.3 Disolventes y reactivos quimicos

Todos los reactivos y disolventes utilizados de grado analitico, salvo que se indique lo
contrario, fueron de Panreac (Montplet & Esteban, Barcelona), y los disolventes de grado
HPLC de Scharlau S.A.

1.4 Patrones

Los patrones de HMF y azlcares (sacarosa, glucosa y fructosa) utilizados en
cromatografia HPLC fueron de Sigma Co.

1.5 Aparatos y material cientifico especifico

- Refractometro:
Se utiliz6 un refractometro digital ATAGO, modelo RX-100.
- Contador de colonias:
Se utiliz6 un contador de colonias digital AMS PROTOS.
- pH-metro:
Se utiliz6 un pH-metro marca CRISON, modelo MicropH 2001.
Cromatdgrafo liquido de alta resolucion
El equipo de cromatografia estaba formado por los siguientes componentes:
Desgasificador en linea Knauer Desgasser.
Controlador de gradiente Waters 600 Controller.
Detector de absorbancia Waters 486 Detector Absorbance.
Detector de indice de refraccion Waters 410 Differencial Refractometer.
Integrador Waters 746 Data Module.
- Actividad de agua:
Se utiliz6 un aparato NOVASINA, modelo Humidat IC-1.
- Espectrofotometro:
Se utilizdo un espectrofotometro MACBETH, modelo Color-Eye 3000. La toma de
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datos y su tratamiento se realizd mediante un ordenador personal equipado con el programa
Macbeth OPTIVIEW.
- Termorresistometro:

Se utiliz6 un termorresistometro TR-SC (Pat. 87.00948) del Departamento de
Tecnologia y Bioquimica de los Alimentos de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza y
descrito por Condon et al. (1989).

- Viscosimetro:

Se utilizd6 un viscosimetro de cilindros concéntricos HAAKE Rotovisco RV 12
equipado con una unidad de medida M500 (par de torsiéon maximo 4,90 N cm) y un sistema
de atemperacion externo que permite fijar la temperatura del vaso de medicion y por tanto la
de trabajo. El sistema sensor empleado fue del tipo NV, que consta de un vaso exterior fijo y
de un rotor con forma de campana (Figura 4-1) y cuyas caracteristicas técnicas se describen
en la Tabla 4-1.

Sistema sensor NV
Cilindro interior (rotor):

Radio interior, R, (mm) 17,85
Radio exterior, R; (mm) 20,1
Longitud L (mm) 60
Cilindro exterior (vaso):

Radio interior, R; (mm) 17,5
Radio interior, R4 (mm) 20,5
Radii Ratio Ry/R; 1,02
Volumen de muestra (cm?) 9
Temperatura méxima (°C) 100
Temperatura minima (°C) -30

Factores de calculo:

A (Pa/gradiente de escala) 1,78
M (min/s) 5,41
G (mPa.s/gradiente de escala.min) 329

Caracteristicas técnicas del sistema sensor NV (segtin HAAKE, 1983).

Conectado a este equipo se encuentra el instrumento basico de medida con el que es
posible seleccionar la velocidad de giro del rotor (N), y en el que se puede leer el momento
angular del par de torsion (S) correspondiente a cada velocidad de cizallamiento.

- Centrifuga:
Se utiliz6 una centrifuga BECKMAN modelo J2-21.

2 Métodos
2.1 Caracterizacion fisico-quimica del cremogenado de melocoton

Los analisis que se llevaron a cabo para la caracterizacion fisico-quimica del
cremogenado de melocotdn se realizaron, en aquellos casos en los que existen, siguiendo los
M¢étodos oficiales para andlisis de zumos de frutas, otros vegetales y sus derivados,
aprobados en la Orden de 29 de enero de 1988 (MAPA, 1993).
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En aquellos andlisis para los que no existen métodos oficiales se utilizaron los
propuestos por Organismos Nacionales o Internacionales de reconocida solvencia. En estos
casos se ha indicado expresamente la metodologia seguida para cada analisis en particular.

Para cada una de las siguientes determinaciones se realizaron cinco repeticiones.

2.1.1 Preparacion de las muestras de cremogenado

Se tomaron aproximadamente unos 400 g de cremogenado y se diluyeron hasta un
litro con agua destilada. Se mezclo y se homogeneizo6 antes de cada toma de muestra.

2.1.2 Grados Brix

La determinacion del contenido en sélidos solubles se realizé por medida del indice
de refraccion y conversion en grados Brix mediante un refractémetro ATAGO RX-1000. Las
medidas se realizaron a 20 °C.

2.1.3 pH

La medida del pH de las muestras se realizé por potenciometria a 20 °C mediante un
pH-metro Crison micro-pH 2001.

2.1.4 Acidez total

La acidez total se determind por valoraciéon potenciométrica con una disolucidon de
hidroxido de sodio 0,1 N hasta pH 8,1. Los resultados se han expresado en gramos de acido
citrico/100 ml de muestra, teniendo en cuenta el factor de dilucion.

2.1.5 Nitrogeno total

El nitrogeno total se determind por el método Kjeldahl, mediante una digestion del
cremogenado de melocotén con 4cido sulftrico concentrado, en presencia del catalizador
(100 g H,SOy4; 10 g CuSO45H,0 y 1 g de selenio en polvo) hasta decoloracion completa en
un digestor P-SELECTA Bloc Digest 12. El amoniaco producido durante la digestion fue
recogido sobre acido borico. Posteriormente se valord con éacido clorhidrico, y se calculo la
cantidad inicialmente presente de nitrogeno organico y amoniacal en la muestra de
cremogenado.

2.1.6 indice de formol

El indice de formol se determiné tomando 25 ml de muestra que se neutralizaron con
hidroxido de sodio 0,1 N hasta pH 8,1, utilizando un pH-metro. Se afiadieron 10 ml de
solucion de formaldehido al 35 %. Al cabo de un minuto se efectud la valoracion de la
solucion con hidréxido de sodio 0,1 N hasta pH 8,1.

2.1.7 Hidroximetilfurfural (5-hidroximetil-2-furaldehido) (HMF)

La determinaciéon de HMF se hizo por cromatografia liquida de alta resolucion, por
las mismas razones que en los azlcares.
La metodologia seguida y condiciones de trabajo utilizadas se explican
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detalladamente en el apartado.
2.1.8 Azucares

Los azlicares que se han estudiado en el presente trabajo han sido: sacarosa, glucosa y
fructosa.

La determinacion de los azdcares se hizo por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), ya que se considerd que se trata de un método simple y rapido, y que da optimos
resultados, como alternativa al Método Oficial, que resulta de mayor complejidad.

La metodologia seguida y condiciones de trabajo utilizadas se explican
detalladamente en el apartado.

2.1.9 Actividad de agua (ay,)

La actividad de agua se determind en un NOVASINA Humidat IC-I, previamente
calibrado a 20 °C.

2.1.10 Fibra

El contenido en fibra se determind, segin el método de la AOAC (1990), por
sucesivos lavados con agua seguidos de centrifugacion a 3600 rpm, y lavados con hidroxido
de sodio 0,1 N. Se filtr6 y se dejé una noche en estufa a 60 °C, determinandose el contenido
en fibra por pesada.

2.1.11 Pectinas

El contenido en pectinas se determind segin el método recomendado por la
International Federation of Fruit Juice Producers (IFFJP, 1964).

Las sustancias pécticas se precipitaron con alcohol. A partir del residuo se
determinaron, después de las extracciones oportunas, las pectinas solubles en agua, las
pectinas solubles en oxalato y las pectinas solubles en élcali o protopectinas. Se afiadio
carbazol y acido sulftrico a las respectivas extracciones y se realizaron las medidas de la
absorbancia en espectrofotometro 525 nm. Se realiz6 una curva de calibrado utilizando como
patron acido galacturénico.

2.1.12 Pulpa

El contenido en pulpa se determiné centrifugando 50 g de cremogenado de melocoton
durante 15 minutos a 15000 rpm, expresando los resultados como porcentaje de pulpa
separada respecto del peso de la muestra inicial (Duran y Jiménez, 1980).

2.2 Aspectos reologicos
2.2.1 Obtencion de las muestras

Las muestras de cremogenado inicial, procedentes de una industria local en envases
asépticos de plastico, fueron almacenadas en una camara frigorifica a una temperatura de
refrigeracion de 5 °C hasta su posterior utilizacion. El tiempo de permanencia de las muestras
en la camara frigorifica no superd los 30 dias.
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Las muestras para la caracterizacion reoldgica se obtuvieron a partir del cremogenado
industrial de melocoton de 11 °Brix. A partir de dicho producto, y por concentracion
mediante evaporacion en un rotovapor Biichi, trabajando a una presion de 40 mm de Hg, se
consiguieron muestras con las siguientes concentraciones en solidos solubles: 14, 19,5 24 y
29 °Brix.

2.2.2 Medidas reologicas

Todas las medidas reologicas se llevaron a cabo con un viscosimetro de cilindros
concéntricos Rotovisco RV12 (Haake) equipado con una unidad de medida M500 y un
sistema sensor del tipo NV provisto de un cilindro exterior fijo y de un rotor de forma
campaneiforme que permite dos superficies de cizalladura. Ademas, dispone de un sistema de
atemperacion que, mediante la circulacion de un fluido procedente de un bafio termostatizado
exterior, permite seleccionar la temperatura de trabajo deseada.

A continuacion se detalla la forma de trabajo que se siguid con cada una de las
muestras para realizar la medidas reoldgicas. Se colocaron 9 ml de cremogenado de
melocoton en el vaso del sistema sensor, poniendo especial atencion en retirar, en aquellos en
los que fue preciso, el exceso de muestra mediante una jeringa o pipeta con el fin de evitar
posibles errores en las medidas. Posteriormente se selecciond la temperatura de trabajo
deseada y una vez estabilizada, y con la finalidad de eliminar la posible tixotropia que
pudiera presentar el producto, se procedi6 a cizallar la muestra a la maxima velocidad de giro
del rotor, 512 min”', durante 1 minuto. Para cada una de las muestras las mediciones se
realizaron a 5, 10, 15, 25, 35, 45, 55, y 60 °C.

Las velocidades de giro del rotor se pueden seleccionar en el rango de 0,01 a 512 min
! Para cada velocidad de giro o cizallamiento (N) seleccionada, el aparato devuelve la lectura
del par de torsion (S) correspondiente. A partir de estos pares de valores es posible calcular
los pares de valores de esfuerzo cortante (t) y velocidad de deformacion (), segun las
instrucciones del fabricante, mediante la siguientes expresiones:

t=1,78 S (Pa) $=541N(s")

La lectura del par de torsién a cada velocidad de giro del rotor se midi6 en primer
lugar a velocidades decrecientes del rotor comenzando por la velocidad maxima, y una vez
alcanzada la velocidad minima, se realiz6 otra serie de medidas aumentando gradualmente la
velocidad de giro hasta el valor inicial. De esta forma se obtuvieron las mediciones por
duplicado para cada muestra. La experiencia se repitié tres veces para cada una de las
concentraciones de cremogenado de melocoton, obteniendo de este modo, seis repeticiones
de los valores. Por tanto, el valor final del esfuerzo cortante para cada una de las velocidades
de deformacion es un valor medio resultante de las seis lecturas puntuales.

En algunos casos no fue posible evaluar los valores del esfuerzo cortante a
velocidades de giro bajas, mientras que en otros caso, la dificultad se present6 a velocidades
de giro altas. Esto fue debido a las limitaciones propias del equipo, cuya escala de medidas
disponible viene limitada por el rango basico de medidas del aparato, ya que el fabricante
aconseja ajustarse a ¢l con objeto de minimizar el error de las medidas.

2.2.3 Célculo de los parametros reoldgicos

Representando los valores del esfuerzo cortante frente a los de la velocidad de
deformacién, se construyeron, para cada una de las concentraciones, los reogramas
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correspondientes a las distintas temperaturas de trabajo.

Los valores experimentales se ajustaron a los modelos de la ley de la potencia de
Ostwald-De Waale (t = K y") y al de Herschel y Bulkley (1=t + Ky ¥"), ya que estos dos
modelos son los mas ampliamente citados en la bibliografia para caracterizar reoldgicamente
purés y zumos de frutas y hortalizas. De los resultados de los ajustes se obtuvieron los
parametros reoldgicos de los indices de consistencia (K) y de los indices de comportamiento
al flujo (n) correspondientes a los modelos anteriores, asi como los respectivos coeficientes
de determinacion, .

La viscosidad () es el valor alcanzado por la relacion t / y a cualquier velocidad de
cizallamiento. El valor de la viscosidad aparente (n,) para los fluidos seudoplasticos que
siguen el modelo de Ostwald-De Waale, se calcula con la expresion: n, = K 1) y 1a de los
que se ajustan al modelo de Herschel y Bulkley con: 1, = To/ ¥ + K ™. Se determinaron los
valores de la viscosidad aparente para distintas velocidades de deformacion.

Los valores de la energia de activacion, calculados a partir de la variacion de los
distintos parametros con la temperatura, se obtienen mediante ajuste no lineal a la ecuacion
de Arrhenius:

Na =N exp (E/RT) (80)

en la que: na es la viscosidad aparente a una determinada velocidad de deformacion, n es una
constante, E, es la energia de activacion, R es la constante de los gases y T la temperatura
absoluta. La funcién puede linealizarse tomando logaritmos y la representacion de In m,
frente a 1/T da lugar una recta. El antilogaritmo de la ordenada en el origen es el valor de n, y
a partir del valor de la pendiente (E,/R) se calcula en valor de E,.

Para determinar el efecto de la concentracion sobre el comportamiento reologico del
cremogenado de melocotén se han ensayado el modelo potencial (n = K; C*') y el modelo
exponencial (n = K; exp(A2C)).

2.3 Aspectos microbiolégicos
2.3.1 Toma de muestras

Para la caracterizacion de la flora microbiana del cremogenado de melocoton
industrial se analizaron 92 muestras durante un periodo de 2 afios. La toma de muestras se
realizd en la propia industria. La distribucion de las muestras analizadas se expone a
continuacion:

- 14 muestras de cremogenado de melocoton triturado y precalentado hasta 95 °C
antes de la homogeneizacion y la pasteurizacion.

- 73 muestras de cremogenado de melocotén acabado, es decir ya pasteurizado a 107
°C durante 45 segundos y posteriormente enfriado y envasado en condiciones asépticas en
tanques refrigerados.

- 5 muestras de cremogenado de melocoton visiblemente alterado.

Las muestras se transportaron desde la fabrica al laboratorio en condiciones de
refrigeracion, donde se conservaron a 4 °C hasta su analisis, que tuvo lugar antes de 8 horas.

Las muestras fueron preparadas para su control y andlisis mediante una
homogeneizacion por agitacion, con el objeto de conseguir que los resultados obtenidos
fuesen realmente representativos de las muestras de donde proceden.
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2.3.2 Medios de cultivo y tampones
2.3.2.1 Normas generales de preparacion de medios de cultivo

1.- Se pesan las sustancias que componen el medio.

2.- Se disuelven en la cantidad de agua destilada correspondiente.

3.- Se ajusta el pH del medio, mediante pH-metro, con 1M HCl y 1M NaOH.

4.- Se distribuye el medio de la siguiente forma:

Si es liquido, se vacia en matraces Erlenmeyer o bien se distribuye en tubos y se
tapan. Si es solido, se afiade la cantidad de agar correspondiente y se lleva a ebullicion con
agitacion para disolver el agar. Se vacia en matraces Erlenmeyer o bien se distribuye en tubos
y se tapan.

5.- Se esterilizan en autoclave a 121 °C durante 15-20 minutos.

6.- Los medios liquidos se dejan enfriar. Los matraces que contienen medios con agar
o solidos se reparten, en condiciones asépticas, en placas Petri. Los tubos con medios sélidos
se dejan enfriar en posicion inclinada.

2.3.2.2 Agar almidon

(Harrigan y McCance, 1979).

Composicion:
Almidon soluble 02¢g
Agar nutritivo 100 ml
Ajustar pH del medio a 7,2.

2.3.2.3 Agar citrato de Simmons

(Harrigan y McCance, 1979).

Composicion:
Cloruro sédico 5¢g
Sulfato magnésico heptahidratado 02¢g
Fosfato monoamonico lg
Fosfato dipotasico lg
Citrato s6dico 5¢g
Azul de bromotimol, solucion acuosa al 1 % 8 ml
Agar I5¢g
Agua destilada 990 ml

Ajustar el pH del medio a 7,0.
2.3.2.4 Agar extracto de malta (MEA)

(Samson et al., 1995)

Composicion:
Extracto de malta 30g
Peptona micoldgica S5¢g
Agar I5¢g
Agua destilada 1 litro

Ajustar pH del medio a 5.,4.
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2.3.2.5 Agar leche

(Harrigan y McCance, 1979).

Composicion:
Leche descremada reconstituida 10 ml
Agar nutritivo 100 ml
Ajustar pH del medio a 7,2.

2.3.2.6 Agar nutritivo

(Harrigan y McCance, 1979).

Composicion:
Caldo nutritivo 1 litro
Agar I5¢g
Ajustar pH del medio a 7,2.

2.3.2.7 Agar para recuento en placa (PCA)

(Harrigan y McCance, 1979).

Composicion:
Peptona 10g
Extracto de levadura 25¢g
Glucosa lg
Agar I5¢
Agua destilada 1 litro

Ajustar pH del medio a 7,0.

2.3.2.8 Agar patata glucosada (PDA)

(Harrigan y McCance, 1979).

Composicion:
Extracto de patata concentrado 200 ml
Glucosa 20g
Agar I5¢
Agua destilada 1 litro

Ajustar pH del medio a 5,5.

2.3.2.9 Agar Sabouraud

(Pharmacopée francaise, 1986)

Composicion:
Dextrosa 20g
Extracto de levadura S5¢g
Agar I5¢g
Agua destilada 1 litro

Ajustar pH del medio a 5.,4.
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2.3.2.10 Agar urea de Christensen

(Christensen, 1946)

Composicion:
Peptona lg
Cloruro sédico 5¢g
Fosfato monopotasico 2¢g
D-glucosa lg
Rojo fenol, solucion acuosa al 0,2 % 6 ml
Agar 20g
Agua destilada 1 litro
Solucion de urea al 20 % 20 ml

2.3.2.11 Agua de peptona nitrato

(Harrigan y McCance, 1979).

Composicion:
Nitrato potasico 02¢g
Triptona 10 g
Cloruro sédico 50g
Agua destilada 1 litro

Ajustar el pH del medio a 7,2.
2.3.2.12 Agua de peptona tamponada

(ICMSF, 1983)

Composicion:
Peptona 10g
Cloruro sédico S5¢g
Fosfato disodico 9¢g
Fostato monopotasico I,5¢g
Agua destilada 1 litro

pH aproximado = 7.
2.3.2.13 Base de carbono para levaduras

(Difco, 1976)

Composicion:
Bacto-Yeats Carbon Base 11,7 ¢g
Fuente de nitrégeno equivalentea 5 g
nitrato potasico
Agua destilada 100 ml

pH aproximado = 5,6.

Se consigue una solucion concentrada 10 veces. Se esteriliza por filtracion y se guarda
en refrigeracion hasta su utilizacion. El medio definitivo se prepara colocando 0,5 ml del
mismo en 4,5 ml de agua destilada estéril.
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2.3.2.14 Base de nitrogeno para levaduras

(Difco, 1976)

Composicion:
Bacto-Yeats Nitrogen Base 6,7¢
Hidrato de carbono equivalente a 5 g de glucosa
Agua destilada 100 ml

pH aproximado = 5,6.

Se consigue una solucion concentrada 10 veces. Se esteriliza por filtracion y se guarda
en refrigeracion hasta su utilizacion. El medio definitivo se prepara colocando 0,5 ml del
mismo en 4,5 ml de agua destilada estéril.

2.3.2.15 Caldo glucosa fosfato

(Harrigan y McCance, 1979).

Composicion:
Peptona S5¢g
D-glucosa 5¢g
Fosfato dipotasico S5¢g
Agua destilada 1 litro

Ajustar pH del medio a 7,5.
2.3.2.16 Caldo Man, Rogosa, Sharpe (MRS)

(Man et al, 1960)

Composicion:
Peptona 10 g
Extracto de carne 10g
Extracto de levadura S5¢g
Glucosa 20g
Tween 80 1 ml
Fosfato dipotasico 2g
Acetato sodico 5¢g
Citrato triamonico 2g
Sulfato magnésico heptahidratado 200 mg
Sulfato de manganeso tetrahidratado 50 mg
Agua destilada 1 litro

Ajustar el pH del medio a 6,2-6,6.
2.3.2.17 Caldo nutritivo

(Harrigan y McCance, 1979).

Composicion:
Peptona 10g
Extracto de carne 10g
Cloruro sédico 5¢g
Agua destilada 1 litro

Ajustar el pH del medio a 7,2.

72



2.3.2.18 Caldo nutritivo con 2% de NaCl

(Harrigan y McCance, 1979).

Composicion:
Peptona 10g
Extracto de carne 10g
Cloruro s6dico 20g
Agua destilada 1 litro

Ajustar el pH del medio a 7,2.
2.3.2.19 Caldo para fermentacion de azucares

(Wickerham, 1951).

Composicion:
Extracto de levadura 45¢
Peptona 7,5 ml
Azul de bromotimol al 1% 0,6 ml
Agua destilada 1 litro

Ajustar el pH del medio a 7,2.
2.3.2.20 Extracto de patata concentrado

(Harrigan y McCance, 1979).

Composicion:
Patata 200 g
Agua destilada 500 g

Se cortan las patatas peladas en pequefios trozos cubicos. Se ponen a hervir en el agua
destilada durante 1 hora. Se filtra, y se completa el filtrado, hasta 200 ml con agua destilada.
Se conserva en congelacion.

2.3.2.21 Medio de crecimiento con arabinosa como unica fuente de carbono

(Sneath, 1986)

Composicion:
Bifosfato diamonico lg
Cloruro potasico 02¢g
Sulfato magnésico heptahidratado 0,2¢g
Extracto de levadura 02¢g
Purpura de bromocresol al 1 % 0,6 ml
Agar 150¢g
Arabinosa 50¢g
Agua destilada 1 litro

Ajustar el pH del medio a 7,0.

2.3.2.22 Medio de jugo de tomate semisélido de Gibson

(Gibson y Abd-el-Malek, 1945)
Composicion:
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Extracto de levadura 25¢g

D-glucosa S0g
Jugo de tomate, pH 6,5 100 ml
Leche descremada reconstituida 800 ml
Agar nutritivo 200 ml

Ajustar el pH del medio a 6,5.
2.3.2.23 Medio gelatina nutritiva

(Harrigan y McCance, 1979).

Composicion:
Gelatina I5¢g
Caldo nutritivo 100 ml

Ajustar el pH del medio a 7,2.
2.3.2.24 Medio NaCl y KCI

(Sneath, 1986).

Composicion:
Glucosa 300¢g
Fosfato dipotasico 50g
Cloruro sédico 1,0g
Cloruro de manganeso tetrahidratado 40,0 mg
Sulfato magnésico heptahidratado 0,5¢g
Cloruro célcico dihidratado 03¢g
Sulfato ferroso heptahidratado 2,5 mg
Molibdato aménico 20¢g
MEDIO 14 AMINOACIDOS:
DL alanina 80 mg/l
DL &cido aspartico 100 mg/1
L arginina 160 mg/1
Acido L glutdmico 500 mg/1
Glicina 80 mg/1
L histidina 160 mg/1
L leucina 100 mg/1
DL metionina 160 mg/1
DL fenilalanina 200 mg/1
DL serina 80 mg/1
DL triptéfano 200 mg/1
L tirosina 140 mg/1
L cisteina 250 mg/1
DL valina 320 mg/1
VITAMINAS:
Biotina lg
Acido folico 2g
Riboflavina 100g
Tiamina 500g
Acido nicotinico 500¢g
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Hidrocloruro de piridoxina 500¢g

Pantotenato célcico 500g

Agua destilada completar a 1 litro
2.3.2.25 Tampdn Mcllvaine pH 4

(Mcllvaine, 1921)

Composicion:
Acido citrico monohidratado 1291 g
Sodio fosfato dibasico anhidro 10,95 ¢
Agua destilada 1 litro

2.3.2.26 Tampdn Mcllvaine pH 7

(Mcllvaine, 1921)

Composicion:
Acido citrico monohidratado 3,078 g
Sodio fosfato dibasico anhidro 23,388 g
Agua destilada 1 litro

2.3.3 Recuentos microbioldgicos
2.3.3.1 Recuento de aerobios mesofilos (30 °C)

Para cada una de las muestras analizadas se procedi6é de la forma que se detalla a
continuacion:

Se tomaron 10 g de cremogenado de melocotéon y se homogeneizaron con 90 ml de
solucion salina estéril en un mezclador-homogeneizador Stomacher (Modelo 400, Seward
Laboratory) durante un minuto. Se preparé un banco de diluciones decimales con solucion
salina estéril. Mediante una pipeta estéril, se sembraron dos placas Petri estériles con 1 ml de
cada una de las diluciones preparadas. Posteriormente se vertieron en cada placa unos 15 ml
del medio agar para recuento en placa (PCA) estéril, fundido y mantenido a 45-48 °C. Se
mezclod con agitacion suave, para repartir uniformemente la muestra en el medio, y se dejo
solidificar. Las placas se incubaron, en posicion invertida, a 30 °C durante 72 horas (ICMSF,
1983). Transcurrido el periodo de incubacidén se procedid al recuento de todas aquellas
colonias que habian aparecido en la placa. Para ello se eligieron aquellas placas que
contenian entre 30 y 300 colonias por placa. El nimero de colonias obtenido se multiplicd
por el factor de dilucion correspondiente y se expresd el resultado como particulas
formadoras de colonias por gramo (pfc/g).

2.3.3.2 Recuento de mohos y levaduras

Se utilizé el mismo procedimiento que en el apartado anterior salvo que el medio de
cultivo utilizado en este caso fue agar Sabouraud y el periodo de incubacion fue de 4 a 5 dias.

2.3.3.3 Recuento de bacterias lacticas

El recuento se hizo por el método del nimero mas probable (NMP) (Koch, 1981) y
usando como medio de cultivo el caldo Man, Rogosa, Sharpe (MRS).
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Los tubos se inocularon con 1 ml de la dilucién correspondiente y se incubaron a 25
°C durante 5-7 dias. Se consider6 que en aquellos tubos donde se apreciaba turbidez existia
presencia de bacterias lacticas (McFaddin, 1985). Su presencia fue confirmada mediante
observacion al microscopio.

2.3.4 Aislamiento y conservacion de microorganismos
2.3.4.1 Aislamiento de mohos

Las colonias con aspecto mohoso aparecidas en el recuento de aerobios mesofilos y
de mohos y levaduras se sembraron, con un asa de Kolle, por el método de los tres puntos
equidistantes en una placa Petri conteniendo 15 ml de medio agar patata glucosada (PDA). La
siembra se realiz0 manteniendo la placa invertida. Una vez sembradas, las placas se
incubaron en posicion invertida a 28-30 °C hasta la aparicion de colonias bien formadas.

2.3.4.2 Aislamiento de bacterias y levaduras

De entre todas las colonias crecidas sobre los medios de recuento que no presentaban
aspecto mohoso se seleccionaron al azar de 3 a 10 colonias por muestra. Estas colonias se
resembraron por el método de la triple estria en placas Petri con medio PCA. Una vez
sembradas se pusieron en incubacion a 28-30 °C durante 24-72 horas.

2.3.4.3 Conservacion de las cepas aisladas

Las cepas de mohos aisladas se resembraron en tubos de ensayo con medio PDA
inclinado. Se incubaron a 28 - 30 °C hasta la aparicion de colonias bien formadas y se
conservaron en refrigeracion a 4 °C hasta su posterior utilizacion.

Las bacterias aisladas se conservaron en medio PCA siguiendo el mismo
procedimiento que con los mohos.

Las levaduras aisladas se conservaron en tubos de ensayo con medio agar extracto de
malta (MEA) inclinado, por el procedimiento descrito para mohos y bacterias.

En todos los casos las cepas fueron resembradas cada dos meses aproximadamente.

2.3.5 Identificacion de microorganismos
2.3.5.1 Identificacién de mohos

El reconocimiento e identificacion de los mohos se llevd a cabo por examen
microscopico (x 400 aumentos) de sus estructuras reproductoras y del tipo de hifas, y
teniendo en cuenta tanto las monografias generales (Barnett y Hunter, 1973) como las
especificas para Aspergillus (Raper y Fenell, 1965), Aspergillus flavus (Christensen, 1981),
Penicillium (Raper y Thom, 1949; Pitt, 1979) y Fusarium (Booth, 1977).

El método seguido fue el siguiente:

Se tomo un portaobjetos limpio y desengrasado, sobre el que se depositd una gota de
agua destilada. Con una asa de Kolle se tomo, de la zona mas externa del cultivo, una parte
del micelio fingico, procurando no romper la masa de hifas. El micelio se deposito
seguidamente sobre la gota de agua. Se colocd un cubreobjetos sobre la preparacion, evitando
la formacion de burbujas de aire, y se procedié a la observacion microscopica.

Se llega a la identificacion del género y especie basandose en los siguientes caracteres
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morfoldgicos:

1.- Caracteristicas de las hifas sumergidas: color, presencia o ausencia de septos,
didmetro aproximado y caracteres distintivos de estructuras especiales si las hubiera.

2.- Grado de desarrollo de las estructuras de fructificacion.

3.- Caracteristicas y disposicion de los organos de fructificacion.

4.- Color, tamafio y forma de los 6rganos de fructificacion maduros.

5.- Detalles sobre la estructura de fructificacion, incluyendo medicion de las partes
esenciales y disposicion en ellas de las esporas.

6.- Detalles completos de las esporas, color, forma, tamafio, tabicacion y marcas
superficiales.

2.3.5.2 Identificacion de bacterias

La primera prueba realizada, para cada una de las cepas aisladas, fue una tincioén
Gram (Harrigan y McCance, 1979) y su correspondiente observacion al microscopio. Esto
nos permitio separar las levaduras de las bacterias, y dentro de éstas la formacion de tres
grandes grupos: bacilos Gram positivos, bacilos Gram negativos y cocos. En el caso de los
bacilos Gram positivos se realizd, ademas, una tincion de esporas (Harrigan y McCance,
1979).

Las bacterias fueron identificadas siguiendo la metodologia y criterios propuestos por
Krieg y Holt (1984) y por Sneath et al. (1986), asi como los de Hernandez y Dubon (1987).

Los BACILOS GRAM POSITIVOS ESPORULADOS se asignaron directamente
al género Bacillus, por ser el unico género aerobio dentro de este grupo, y se dividieron en
tres grupos atendiendo a la morfologia de las esporas y a su capacidad o no de deformar la
célula (Gordon et al., 1973):

- Grupo 1: Esporas ovoideas no deformantes.

- Grupo 2: Esporas ovoideas deformantes.

- Grupo 3: Esporas esféricas deformantes.

En el Grupo 1 (esporas ovoideas no deformantes) se realizaron las siguientes pruebas
de identificacion:
- Crecimiento en anaerobiosis en caldo nutritivo

A partir de un cultivo reciente (24 horas) de la cepa a identificar se sembraron tubos
con caldo nutritivo. Se elimino el oxigeno disuelto por enfriamiento brusco en bafio a 0 °C.
Para crear las condiciones de anaerobiosis se sellaron los tubos con aceite de vaselina puro y
previamente esterilizado. Los tubos inoculados se incubaron en estufa a 28 °C durante 5 o
mas dias hasta aparicion o no de turbidez visible en el medio. Se consideraron positivos
aquellos tubos en los que aparecié turbidez en el medio.
- Crecimiento con arabinosa como unica fuente de carbono

Se utilizd medio para crecimiento de arabinosa como unica fuente de carbono. La
siembra, incubacion y lectura es similar a la descrita en la prueba de crecimiento en
anaerobiosis, sin ser en este caso necesaria la eliminacion del oxigeno disuelto en el medio.
- Deteccion de movilidad de los microorganismos

Esta caracteristica se visualiza observando al microscopio (x400 aumentos) una
tincion al fresco del cultivo problema, y viendo si los microorganismos son capaces de
moverse por si mismos.
- Hidrolisis del almidon

Se sembrd el microorganismo en placa Petri con agar almidon mediante una estria
diametral a la placa y se puso a incubar a 28 °C durante 2 a 14 dias hasta buena formacion de
las colonias.
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La lectura se realiz6 inundando la placa con lugol. Si no se produce hidrdlisis, el
almidén del medio se tifie de azul. Las areas de hidrdlisis aparecen como zonas claras,
consecuencia de la actividad [-amilésica, o bien como zonas de color marrén rojizo,
consecuencia de la actividad c-amilasica.

- Utilizacion del citrato como unica fuente de carbono

Se utilizaron tubos de ensayo con tapon de rosca conteniendo 9 ml de medio agar
citrato de Simmons, esterilizado y solidificado en posicidn inclinada.

A partir de un cultivo reciente se realizo la siembra por una sola estria longitudinal.
Los tubos inoculados se incubaron a 28 °C durante 7 dias.

La lectura se realizo por constatacion del cambio de color del medio de verde a azul
oscuro.

- Crecimiento a pH 6,8

Se utiliz6 como medio caldo nutritivo ajustando el pH a 6,8 mediante la adicion de 1
N HCI. Se reparti6 el medio en tubos de ensayo a razoén de 9 ml por tubo. Se inocularon los
tubos y se colocaron en estufa a 28 °C durante 4 dias.

La lectura se realiza por observacion de la aparicion de turbidez. Dicha turbidez
indica el crecimiento del microorganismo ensayado.

- Hidrolisis de la caseina

Se utilizo el medio agar leche, esterilizado y repartido en placas Petri. Se sembro6 el
microorganismo por estria diametral. Se incubaron las placas en estufa a 28 °C durante 2 a 14
dias, hasta crecimiento adecuado de las colonias.

La lectura se realiza inundando la placa con una disolucién acuosa de dacido
clorhidrico al 1 %. El &cido provoca la precipitacion de las proteinas y la aparicion de zonas
menos opacas en el medio, que pueden identificarse como zonas en las que se ha producido la
hidroélisis de la caseina.

- Prueba de la oxidasa

La prueba se realizd en agar nutritivo repartido en placas Petri. Se sembraron las
placas por estria simple diametral y se incubaron a 28 °C hasta la adecuada formacion de las
colonias.

La lectura se realiz6 inundando las placas con una solucién acuosa de clorhidrato de
tetrametil-p-fenilendiamida al 1 %. Las colonias que dan una reaccion positiva a la oxidasa
adquieren un tono rosado, que en 10-30 minutos pasa a ser r0jo oscuro, purpura y negro.

- Prueba de Voges-Proskauer

Como medio para la realizacion de la prueba se utiliz6 caldo glucosa fosfato repartido
en tubos a razoén de 5 ml por tubo. Se sembraron los tubos y se pusieron a incubar a 28 °C
durante 2 - 5 dias.

La lectura se realiz6é tomando 1 ml del cultivo en un tubo de ensayo y afiadiéndole el
reactivo para Voges-Proskauer modificado segun Barritt (1936), es decir, 0,5 ml de solucion
de alfa naftol al 6 % y 0,5 ml de hidroxido potésico al 16 %; si aparece una coloracion roja,
generalmente pasados unos 5 minutos, el cultivo se considera VP (Voges-Proskauer)
positivo, es decir que posee la facultad de liberar acetilmetilcarbinol al medio, producido a
partir de la glucosa. Si la prueba da resultado negativo a los 2 dias se repite la misma
operacion a los 5 dias antes de dar la prueba final como negativa.

En el Grupo 2 (esporas ovoideas deformantes) se realizaron las siguientes pruebas de
identificacion:

- Crecimiento en anaerobiosis en caldo nutritivo

La prueba se realiz6 de la misma forma que para el grupo 1.
- Prueba de Voges-Proskauer

La prueba se realiz6 de la misma forma que para el grupo 1.
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- Crecimiento con arabinosa como unica fuente de carbono

La prueba se realiz6 de la misma forma que para el grupo 1.
- Hidrolisis de la gelatina

En la realizacion de esta prueba se utilizo el medio gelatina, repartido en tubos. Se
inoculd con cultivos recientes de los microorganismos y se incubaron a 28 °C durante 9 dias.

La lectura se realizd por inmersion de los tubos en un bafo de agua helada hasta la
formacion de un gel debido a la presencia de gelatina. La reaccidon se considerd negativa en
aquellos casos en los que se observo gelificacion en toda la extension del medio. Cuando la
gelificacion no se producia en todo el medio era indicador de que se habia producido una
cierta hidrolisis de la gelatina, siendo la prueba positiva. Esta prueba se realizd también en
tubos que no fueron inoculados, para excluir la posibilidad de autolisis de la gelatina.

- Produccion de anhidrido carbénico a partir de la glucosa

Se utilizé el medio de jugo de tomate semisolido de Gibson repartido en tubos a razéon
de 5 ml por tubo. Una vez solidificado el medio se inoculd por picadura, se selld6 con una
capa de agar fundido y se puso a incubar en estufa a 28 °C durante 3 o mas dias.

La lectura se realizo verificando la aparicion de burbujas de gas acumuladas bajo el
sello de agar, que indican un crecimiento heterofermentativo del microorganismo con
produccion de gas a partir de la glucosa
- Hidrolisis de la caseina

La prueba se realiz6 de la misma forma que para el grupo 1.

- Crecimiento a pH 6,8

La prueba se realiz6 de la misma forma que para el grupo 1.
- Crecimiento con manitol como unica fuente de carbono

Esta prueba se realizo de forma anéloga a la prueba de crecimiento con arabinosa
como Uunica fuente de carbono, sustituyendo en la composicion del medio, la arabinosa por
manitol.

- Prueba de la catalasa

Se sembraron los microorganismos en agar nutritivo y se incubaron a 28 °C hasta
buena formacion de las colonias. La lectura se realizé vertiendo 1 ml de perdxido de
hidrogeno (H,O,) de 10 volumenes (3%) sobre el cultivo. La presencia de catalasa se
manifiesta por la aparicion de efervescencia producida por la liberacion de oxigeno libre a
partir del agua oxigenada.

- Crecimiento con un 2% de NaCl

Se utiliz6 como medio de cultivo caldo nutritivo suplementado con un 2% de cloruro
sodico. La lectura se realiza de la misma forma que se explico en el grupo 1 para la prueba
crecimiento a pH 6,8.

- Crecimiento a 65 °C

Se utilizo caldo nutritivo repartido en tubos. Se inocularon los tubos y se pusieron a
incubar a 65 °C durante 4 dias. La lectura se realiza por observacion de la aparicion de
turbidez. Dicha turbidez indica el crecimiento del microorganismo ensayado.

En el Grupo 3 (esporas esféricas deformantes) se realizaron las siguientes pruebas
identificativas:

- Crecimiento en anaerobiosis en caldo nutritivo

Ver pruebas realizadas para el grupo 1.

- Produccion de acidos a partir de glucosa

Se utilizé como medio de cultivo caldo glucosa fosfato repartido en tubos de ensayo a
razén de 5 ml por tubo. Se inocularon los tubos y se incubaron en estufa a 28 °C durante 2-7
dias.

La lectura se realizd vertiendo sobre el cultivo unas gotas de una solucién de rojo de
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metilo. La aparicion de una coloracion roja indicaba que la reaccion era positiva, es decir que
se habian formados acidos a partir de la glucosa. En caso contrario la adicién del reactivo
provocaba una coloracién amarillenta.

- Requerimientos de NaCl y KC1

Se utilizé el medio NaCl y KCI repartido en tubos. Se sembraron los tubos y se
incubaron a 28 °C. La lectura de la prueba se realizdo de forma analoga a la de la prueba del
grupo 1 crecimiento a pH 6,8.

- Prueba de reduccion de nitratos

Se utiliz6 agua de peptona nitratada repartido en tubos de ensayo provistos con
campana Durham a razon de 5 ml por tubo. Se sembraron los tubos y se incubaron a 28 °C,
junto con un tubo control, durante un periodo de 2 a 7 dias.

Para la lectura se utilizd el reactivo de Griess-llosvay modificado (McLean y
Henderson, 1966), que consta de dos soluciones. La lectura se realizé afiadiendo a cada uno
de los tubos 1 ml de cada una de las soluciones del reactivo. La presencia de nitritos (reaccion
positiva) se manifestd por la apariciéon de color rojo en pocos minutos; el tubo control debe
presentar poca o ninguna coloracion. Si el resultado era negativo, se confirmaba afiadiendo
un poco de polvo de zinc, que reduce a nitrito cualquier traza de nitrato. Si al afiadir el zinc
no se producia cambio de color, significaba que el cultivo habia reducido los nitratos mas alla
del estado de nitrito. La presencia de gas en la campana Durham indicaba la formacion de
nitrégeno gaseoso.

Las bacterias con FORMAS DE COCO se identificaron también en base a pruebas
bioquimicas:

- Prueba de la catalasa

Ver las pruebas realizadas para el Grupo 2 de bacilos Gram-positivos esporulados.
- Crecimiento en anaerobiosis en caldo nutritivo

Ver las pruebas realizadas para el Grupo 1 de bacilos Gram-positivos esporulados.

Las BACTERIAS GRAM NEGATIVAS se identificaron mediante sistema de
identificaciéon comerciales (Tira API 10S de Analytab Products y ENTEROTUBE II de
Roche), que sistematizan gran nimero de pruebas bioquimicas y nutricionales.

2.3.5.3 Identificacion de levaduras

Las cepas que se clasificaron como levaduras al realizar la observacion microscopica
de los aislamientos y se prepararon para su identificacion sembrandolas por el método de la
triple estria en placas de agar extracto de malta. Las placas sembradas se incubaron a 28 °C
durante 24-72 horas hasta que se observé un desarrollo adecuado de las colonias.

Para la identificacion de las levaduras a nivel de especie se siguid el método
simplificado propuesto por Deak y Beuchat (1987) para levaduras que crecen en alimentos.

Segun este método, en una primera fase, las levaduras a identificar se dividen en 16
subgrupos mediante la realizacion de las siguientes pruebas basicas o primarias:

Fermentacion de la glucosa.

Asimilacion de nitratos.

Asimilacion de azucares: rafinosa, maltosa, galactosa y celobiosa.

Reaccion de la ureasa.

En algunos casos es posible llegar directamente a identificar la especie con las
pruebas basicas. En otros casos, para completar la identificacion de las especies, es necesario
realizar una serie de pruebas adicionales que pueden llegar a ser, en el caso més desfavorable,
hasta ocho. Estas pruebas son seleccionadas respectivamente para cada subgrupo, y pueden
realizarse después de la lectura de las pruebas basicas. Las pruebas adicionales mas
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frecuentes son:

Asimilacion de otros compuestos carbonados:

- Eritritol

- Manitol

- Melobiosa

- Sacarosa

- Trealosa

- Xilosa

Crecimiento a 37 °C.

Resistencia a la actidiona (cicloheximida).

Ademads, también se tienen en cuenta las caracteristicas morfologicas macro y
microscopicas.
- Preparacion del indculo

Antes de proceder a la pruebas identificativas, y con el fin de obtener cultivos en
crecimiento activo, las cepas a identificar se sembraron en agar extracto de malta a 25-28 °C
durante 2-3 dias. Mediante la ayuda de un asa de Kolle, y siempre en condiciones asépticas,
se prepard una solucion concentrada de células en agua destilada estéril. Se determino la
concentracion con camara Thoma y se ajustdé de forma que la concentracion final fuese
aproximadamente de 10° microorganismos/ml. Los medios utilizados en las pruebas
posteriores se inocularon con 0,1 ml de estas suspensiones (van der Walt y Yarrow, 1984).
- Observacion microscopica

Se prepararon portaobjetos estériles con una capa muy delgada de medio agar patata
dextrosa, sembrandose, las levaduras, mediante una seric de estrias. A continuacion, se
colocd un cubreobjetos sobre parte del medio sembrado y se incubaron a 25 °C por un
periodo de hasta 7 dias. Finalmente, se observaron al microscopio estudiando la formacion o
no de hifas, la formacion de esporas y el tipo de reproduccion vegetativa.
- Fermentacion de la glucosa

Se prepard caldo para fermentacion de azucares repartido en tubos de ensayo con
campanas Durham, que se esterilizaron en autoclave y una vez frios se afiadio 1 ml de
solucién concentrada de glucosa, previamente esterilizada por filtracion, de modo que la
concentracion de glucosa en el medio fuese del 2%. Se utilizaron tubos control, sin glucosa,
ya que en algunos casos la trealosa contenida en el extracto de levadura puede dar lugar a una
fermentacion detectable con las levaduras que fermentan esta sustancia (Jones, 1975). Los
tubos se incubaron a 25-28 °C y se examinaron diariamente, para observar la produccion de
gas, durante 10 dias.
- Asimilacion de nitratos

Se prepard un medio concentrado 10 veces, disolviendo 11,7 g de Yeast carbon base
(Difco) y 0,78 g de nitrato potasico en 100 ml de agua destilada (van der Walt y Yarrow,
1984). Se esterilizd por filtracion y se almacend en refrigerador hasta su utilizacion. El medio
final se prepar6 afiadiendo 0,5 ml del medio concentrado a 4,5 ml de agua destilada estéril. Se
prepararon tubos en blanco, sin nitrato potasico. Se inocularon los tubos y se incubaron a 25-
28 °C durante una semana.
- Asimilacion de compuestos carbonados

Se observd la capacidad de crecer en presencia de galactosa, maltosa, celobiosa,
rafinosa, sacarosa, melobiosa, eritritol, D-manitol, trealosa y D-xilosa a una concentracion de
0,5 % como unica fuente de carbono.

Se prepard un medio concentrado 10 veces, disolviendo 6,7 g de Yeast nitrogen base
(Difco) y la cantidad adecuada del compuesto carbonado equivalente a 5 g de glucosa en 100
ml de agua destilada (van der Walt y Yarrow, 1984). Se esteriliz6 por filtracion y se guardod
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en refrigerador hasta su utilizacién. El medio final se prepar6 pipeteando 0,5 ml del medio
concentrado en tubos de ensayo conteniendo 4,5 ml de agua destilada estéril. También se
prepararon tubos control sin compuesto carbonado. Se inocularon y se incubaron a 25-28 °C
durante 3 semanas.
- Reaccion de la ureasa

Para la realizacion de esta prueba se utilizo el medio agar urea de Christensen con un
pH inicial de 6,8. Una vez preparados los tubos con el medio inclinado se sembraron los
tubos y se incuban a 25-28 °C durante 1 a 7 dias. Si la prueba es positiva el medio pasa de
color rojo a amarillo debido a un aumento del pH del medio por efecto de la formacion de
amoniaco a partir de la urea. Para cada cepa se sembraron tubos control, con medio base sin
urea, para comprobar que el amoniaco se produce a partir de la urea y no de la peptona del
medio.
- Crecimiento a 37 °C

Las distintas cepas se sembraron en tubos inclinados con agar extracto de malta y se
incubaron a 37 °C durante 2 a 4 dias. En los casos de crecimiento débil se volvid a repetir la
prueba a partir del subcultivo crecido a 37 °C (Kreger-van Rij, 1964).
- Resistencia a la cicloheximida (actidiona)

Se probo¢ la resistencia de las levaduras a bajas concentraciones de cicloheximida (100
y 1000 ppm). Para ello se preparé medio base concentrado 10 veces, disolviendo 0,1 go 1 g
de cicloheximida, segiin la concentracién deseada, en 2,5 ml de acetona. La solucién de
acetona se afnadi6 a una solucion de 6,7 g de Yeast nitrogen base y 10 g de glucosa en 100 ml
de agua destilada y se esterilizo por filtracion. El medio final se obtuvo pipeteando 0,5 ml del
medio base concentrado en tubos con 4,5 ml de agua destilada estéril. Se inocularon los tubos
y se incubaron a 25-28 °C durante tres semanas.

2.3.6 Determinacion del caracter potencialmente alterante de los microorganismos aislados

Una vez seleccionados los microorganismos capaces de desarrollarse en cremogenado
de melocotén, se realizaron pruebas confirmativas de su capacidad para alterar dicho
producto. Para ello, se prepararon suspensiones de 10° microorganismos/ml (contadas
mediante camara Thoma) de cada una de las cepas de los microorganismos a estudiar.
Paralelamente, se prepararon tubos de ensayo con tapon de rosca estanco con 9 ml de
cremogenado de melocoton estéril. Para cada una de las cepas se inocularon 4 tubos de
cremogenado con 1 ml de suspension del microorganismo correspondiente. Una vez
inoculados se afiadieron 2 ml de aceite de vaselina estéril con el fin de conseguir unas
condiciones de atmosfera baja en oxigeno. Dos de los tubos inoculados se incubaron a 2 °C y
los otros dos a 28 °C durante 45 dias. Se realizaron controles cada 5 dias con el fin de detectar
la presencia de gas a presion en los tubos, la aparicion de burbujas en el seno del
cremogenado y/o la separacion de la fase liquida que confirman la capacidad de la cepa
estudiada para fermentar y alterar el cremogenado de melocotén.

2.3.7 Seguimiento del comportamiento de las levaduras durante el almacenamiento del
cremogenado de melocoton

2.3.7.1 Microorganismos

Para el estudio del comportamiento de las levaduras durante el almacenamiento en
cremogenado de melocotén se utilizaron tres cepas de levaduras (26, 99 y 204) de las aisladas
a partir del cremogenado de melocoton.
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2.3.7.2 Cultivo de las levaduras y preparacion de los indculos

La propagacion de las cepas de levaduras se realizod por siembra superficial en placas
Petri con medio agar extracto de malta. Las placas se incubaron en estufa a 28 °C durante 48-
72 horas, hasta que se observo un desarrollo adecuado de las colonias. A partir de las colonias
crecidas se prepararon suspensiones de levaduras en agua destilada estéril. Con la ayuda de
una camara Thoma se determind la concentracion de las suspensiones preparadas.
Finalmente, una vez conocida la concentracion de la suspension se realizaron las diluciones
correspondientes hasta obtener la concentracion de indculo deseada.

2.3.7.3 Disefio de la experiencia

El cremogenado de melocotdn se coloco en recipientes de vidrio, con cierre hermético
del tipo "twist-off", de 2 litros de capacidad. Se esterilizaron en autoclave a 120 °C durante
20 minutos. Una vez esterilizados se afiadid a cada uno de los botes la cantidad necesaria de
las suspensiones de levaduras para alcanzar las concentraciones de indculo a ensayar (0, 10 y
1000 microorganismos/ml) y se pusieron a incubar a las temperaturas de 5y 15 °C.

Para todos los recipientes se realizaron muestreos diarios durante la primera semana
de incubacion, luego los muestreos se hicieron semanalmente hasta los 140 dias que durd el
periodo total de incubacion.

En la tabla siguiente se resume de forma simplificada los factores estudiados para
cada una de las tres cepas de levaduras estudiadas:

Temperatura de Concentracion inicial de indculo Periodo de
incubacion («C) (microorganismos/ml) incubacion (dias)
5 0 140

10 140
1000 140
15 0 140
10 140
1000 140
Tabla 4-2

Para cada una de las muestras tomadas se realizd el correspondiente recuento de
levaduras, asi como la determinacién de los °Brix y del pH del medio.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

2.3.7.4 Recuentos de levaduras

Para evaluar el crecimiento de las levaduras en cremogenado de melocotén se
realizaron recuentos de viables. Para ello se procedid, siempre en condiciones asépticas, a la
toma de muestras de cada uno de los recipientes. Cuando tuvo lugar la fermentacion del
cremogenado por las levaduras, fue preciso eliminar todo el gas contenido en las muestra
mediante agitacion, ya que este gas producia grandes errores a la hora de determinar el
volumen muestreado. Se prepar6 un banco de diluciones decimales a partir del cremogenado.
Se coloco 1 ml de cada una de las diluciones correspondientes en una placa Petri y a
continuacion se vertieron en cada placa 15 ml de medio agar extracto de malta, previamente
esterilizado y que se mantuvo fundido a 45-48 °C. Se mezcld por agitacion suave y se dejo
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solidificar el medio. Una vez solidificado el medio, las placas se ponen a incubar, en posicion
invertida, a 28 °C durante 48-72 horas. Transcurrido el tiempo de incubacién se recontaron
aquellas placas donde el niimero de colonias crecidas se hallaba entre 30 y 300 colonias.
Multiplicando el nimero de colonias formadas por el factor de dilucién correspondiente a
cada placa se obtuvo el numero de particulas formadoras de colonias por mililitro (pfc/ml).

2.3.7.5 Determinacion de los °Brix y pH del medio

El contenido de azucares del medio se determindé en funcidon de los °Brix, que
representan el de solidos solubles de una disolucion expresado en peso de sacarosa por 100 g
de solucion a 20 °C. Para ello se utiliz6é un refractometro Atago RX-1000.

El pH del medio se determind por medida potenciométrica con un pH-metro Crison
Micro pH-2001.

2.3.7.6 Cinéticas de crecimiento microbiano

Los pardmetros cinéticos de las curvas de crecimiento microbiano fueron estimados
ajustando los datos experimentales de los recuentos de las levaduras a la ecuacion de
Gompertz mediante analisis de regresion no lineal empleando el programa Statgrafics
(Statistical Graphics Corporation). Tanto los ajustes como los estimados fueron significativos
con un nivel de confianza del 95%.

A partir de los valores de la ecuacion de Gompertz, se calculo la fase de latencia (FL),
el ratio de crecimiento exponencial (CE), el tiempo de generacion (TG) y la densidad méxima
de poblacion (DMP) segtin describen Gibson et al. (1987).

2.3.8 Estudio de la termorresistencia de las levaduras
2.3.8.1 Microorganismos

Para el estudio de la termorresistencia se utilizaron tres cepas de levaduras (26, 99 y
204) de las aisladas a partir del cremogenado de melocoton.

2.3.8.2 Preparacion de la suspension de levaduras

Las cepas de levaduras se replicaron en placas Petri por siembra superficial en medio
agar extracto de malta. Después de 48-72 horas de incubacion a 28 °C las levaduras se
arrastran con agua de peptona tamponada estéril. La suspension de levaduras se mantuvo en
la nevera a 4 °C durante 3-4 dias antes de realizar los tratamientos térmicos con el objeto de
conseguir una solucion de levaduras con una fase de crecimiento uniforme. La concentracion
de la suspension de trabajo fue del orden de 10° microorganismos/ml, ajustada mediante
camara Thoma.

2.3.8.3 Medios y condiciones de los tratamiento térmicos
Para las tres cepas se determind su termorresistencia en cremogenado de melocoton

(pH 3,9) y en tampones Mcllvaine de pH 4 y 7, preparados segun describe Dawson et al.
(1969). El rango de temperaturas de trabajo fue de 56 °C a 64 °C.
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2.3.8.4 Tratamientos térmicos

Los tratamientos térmicos se realizaron con un termorresistometro TR-SC (Pat.
87.00948) del Departamento de Tecnologia y Bioquimica de los Alimentos de la Facultad de
Veterinaria de Zaragoza (Condodn et al., 1989).

La metodologia de trabajo seguida fue la siguiente:

- Se lleno el vaso principal con 350 ml del medio de tratamiento, en el cual se queria
determinar la termorresistencia. Se presurizo la cdmara de tratamiento con nitrogeno hasta 2
kg/cm? para facilitar la posterior extraccion de las muestras.

- Se procedid a la esterilizacion de la camara junto con el medio de tratamiento
mediante calentamiento, con agitacion constante, a 120 °C durante 20 minutos.

- Manteniendo la agitacién (1500-2000 rpm) se procedid a seleccionar la temperatura
de tratamiento correspondiente.

- Una vez estabilizada la temperatura, se inyectaron 0,2 ml de la suspension de la
levadura cuya termorresistencia que pretendia estudiar.

- A intervalos de tiempo predeterminados se extrajeron, mediante una valvula
solenoide, 0,1 ml de muestra del vaso de tratamiento.

2.3.8.5 Recuento de microorganismos supervivientes

El recuento de microorganismos supervivientes o viables se realizé por el método que
a continuacion se expone. Las muestras extraidas del termorresistometro se tomaron
directamente, sin realizar ninguna dilucién, en tubos de ensayo con 15 ml de medio agar
Sabouraud previamente fundido y mantenido a 45 °C. Seguidamente se vertid el contenido
del tubo sobre placas Petri estériles. Una vez solidificado el medio se pusieron a incubar en
posicion invertida en una estufa de cultivo a 28 °C durante 24-48 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacidn, se procedid al recuento de las colonias crecidas
en las placas con un contador de colonias digital Ams Protos, el cual, gracias a una serie de
objetivos fotograficos, permite la lectura de recuentos de hasta 20.000 colonias por placa sin
que se produzcan errores significativos.

2.3.8.6 Calculo de los valores Dyy z

Representando el logaritmo del nimero de microorganismos supervivientes frente al
tiempo de tratamiento, se obtuvieron las curvas de supervivencia. A partir de estas graficas,
mediante regresion lineal, se determinaron los tiempos de reduccion decimal (Dy). Estos
calculos se realizaron teniendo en cuenta los valores del tramo recto de las curvas de
supervivencia y solamente se consideraron aquellas curvas con mas de tres valores en el
tramo recto y con un coeficiente de correlacion (r) mayor que 0,940. Las curvas de
supervivencia con un tramo recto que incluia menos de un ciclo logaritmico fueron
rechazadas.

Los valores de z fueron calculados por regresion lineal a partir de los valores de logDy
frente a sus correspondientes temperaturas de tratamiento térmico.

Los coeficientes de correlacion y la comparacion de las pendientes de las curvas de
tiempos de reduccion decimal fueron calculados segiin describen Steel y Torrie (1960).
Todos los calculos estadisticos se realizaron en ordenador con la ayuda del programa
estadistico Statgrafics (Statistical Graphics Corporation).
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3 Pardeamiento no enzimatico
3.1 Preparacion de las muestras

Para estudiar el pardeamiento no enzimadtico en el cremogenado de melocotén se
utilizaron muestras con cuatro concentraciones de sélidos solubles diferentes: 11, 20, 30 y 40
°Brix. Debido a las grandes cantidades de muestras necesarias para realizar los experimentos
y a la dificultad de obtener muestras de cremogenado de concentraciones tan elevadas sin que
sufrieran un severo pardeamiento durante el proceso de concentracion, se optd por obtener las
muestras de cremogenado concentrado (20, 30 y 40 °Brix) mediante una mezcla del
cremogenado inicial (11 °Brix) con las proporciones adecuadas de su fraccion liquida
concentrada (zumo concentrado de melocoton de 70 °Brix), suministrados, ambos, por una
industria local.

3.2 Tratamiento térmico

Para realizar el tratamiento térmico el cremogenado de melocoton se colocod en botes
de vidrio de 3 cm de diametro y 12 cm de altura de cierre hermético, y completamente llenos,
a fin de evitar espacios de cabeza con aire que pudiera afectar a la pulpa y provocar
reacciones de oxidacién que enmascarasen la verdadera cinética de pardeamiento no
enzimatico por efecto del calor.

Las temperaturas de trabajo aplicadas para el tratamiento térmico fueron de 80, 85,
90, 95 y 98 °C. La duracidén del tratamiento estuvo en funcidon de su temperatura: a menor
temperatura mayor duracion del tratamiento. Los tiempos de muestreo fueron los siguientes:

Temperatura de 80 y 85 °C: 0, 30, 60, 120, 210, 300, 390 y 480 minutos.

Temperatura de 90, 95 y 98 °C: 0, 30, 60, 120, 180, 240, 300 y 360.

Para cada temperatura y concentracion se prepararon 24 botes con las muestras de
cremogenado. Tres de ellos no sufrieron ningun tipo de tratamiento térmico (muestras
estandar), y el resto fueron introducidos en un bafio termostatizado (P-Selecta Digiterm)
donde fueron sometidos al tratamiento térmico a la temperatura correspondiente. A cada
tiempo de muestreo se extrajeron 3 botes del bafio y se introdujeron en un bafio de hielo
fundente con el fin de enfriarlos rapidamente y, de este modo, detener la reaccion de
pardeamiento no enzimatico.

3.3 Medida del color

Una vez enfriadas la muestras se procedio a realizar las lecturas de reflectancia en un
espectrofotocolorimetro Macbeth Color-Eye 3000. Para ello se utilizaron tubos de vidrio de
calidad optica de 2 cm de didmetro y 9 cm de altura. Los tubos se colocaron en un
acoplamiento exterior al equipo de medida coincidente con la ventana de lectura, de 4,9 cm?
de area.

Para determinar los espectros de transmitancia, las muestras de cremogenado tuvieron
que ser previamente clarificadas. Para ello se tomaron 100 g de la muestra y se les afiadié 10
g de solucion de bentonita, mezclando adecuadamente. La mezcla se centrifugd durante 20-
25 minutos a una velocidad de 10.000 rpm a 4 °C en una centrifuga Beckman J2-21. Se
recogio el sobrenadante resultante y se rediluy6 a 10°Brix, para filtrarlo posteriormente con
filtros Millipore MSI de 0,45 m de poro y 2,5 cm de diametro. A continuacion se realizaron
las determinaciones de la transmitancia de las muestras del filtrado obtenido (fraccion liquida
del cremogenado). Se utilizoé el mismo equipo que para la reflectancia utilizando cubetas de 1
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cm de paso.

Los espectros de reflectancia y de transmitancia se obtuvieron en el rango de
longitudes de onda de 360 a 740 nm, con un intervalo de 20 nm. A partir de estos espectros, y
mediante el programa Macbeth Optiview, se obtuvieron la absorbancia a 420 nm (A4), de la
fraccion liquida del cremogenado, y los valores de las coordenadas de color CIELAB (L*, a*,
b*) para el iluminante D75 y el observador 10°, del cremogenado de melocotén. También, se
obtuvieron los valores triestimulo X, Y y Z para el iluminante C y el observador 2°, que se
utilizaron para determinar el indice de pardeamiento de Buera.

3.4 Determinacion de S-hidroximetilfurfural y de azicares

La determinacion de HMF y de azacares de realizé mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC). Los azticares analizados fueron sacarosa, fructosa y glucosa.

La preparacion de las muestras para su analisis cromatografico se realizdé del mismo
modo que el descrito en el apartado anterior para la determinacion de la transmitancia. Todos
los eluyentes se filtraron con filtro de 0,45 m de poro y se desgasificaron antes de su uso.

3.4.1 5-hidroximetilfurfural

Para la determinacion del HMF se utilizd6 un cromatégrafo Waters 600 Controller
equipado con un integrador Waters 476 Data Module y un detector de absorbancia Waters
486 Tunable Absorbance a una longitud de onda de 254 nm.

Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:

Columna: Se utilizé una columna amino Spherisorb S5 NH; (Tracer Analitica) de
fase ligada NH, de tamafio de particula 5 m de 250 mm de longitud y 4,6 mm de didmetro
interno.

Fase movil: Tampon fosfato:acetonitrilo, en relacion volumétrica 80:20. El tampon
fosfato se preparo diluyendo 0,68 g de K, HPO4 en un litro de agua bidestilada y ajustando
con acido ortofosférico hasta pH 3,6.

Flujo: 1 ml/min.

Temperatura de trabajo: ambiente.

El método de cuantificacion empleado fue el de patron externo. Se construyd una
curva patron inyectando distintas diluciones de HMF de concentracion conocida. Se obtuvo
la siguiente relacion lineal entre la concentracion de HMF, expresada en ppm, y el area
representada por el integrador:

HMF = 1,65 + 1,0710° Area > =0,999.

La concentraciéon de HMF de todas las muestras analizadas estuvo dentro del rango de
las concentraciones patron. El tiempo de retencion para el HMF en las condiciones sefialadas
fue de 3,18 minutos.

3.4.2 Azucares

Para la determinacion de los azlcares se utilizd un cromatografo Waters 600
Controller equipado con un integrador Waters 476 Data Module y un detector de indice de
refraccion Waters 410 Differencial Refractometer.

Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:

Columna: Se utiliz6 una columna amino Spherisorb S5 NH, (Tracer Analitica) de
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fase ligada NH, de tamafio de particula 5 m de 250 mm de longitud y 4,6 mm de didmetro
interno.

Fase mévil: Acetonitrilo:Agua en proporcion volumétrica 80:20.

Flujo: 1 ml/min.

Temperatura de trabajo: ambiente.

El método de cuantificacion empleado fue el de patron externo. Se construyd una
curva patron para cada uno de los tres azlcares, inyectando distintas diluciones, de
concentracion conocida, del azucar correspondiente. Se obtuvieron las siguientes relaciones
lineales entre la concentracion del correspondiente azuicar, expresada en ppm, y el area
representada por el integrador:

Sacarosa = 0,0822 +2,0710° Area > = 0,999
Glucosa = 0,0136 +2,9110° Area r’ =0,999
Fructosa = 0,0543 + 3,5110° Area > = 0,999

La concentracion de los distintos azicares de todas las muestras analizadas estuvo
dentro del rango de las concentraciones patron. Los tiempos de retencion en las condiciones
senaladas fueron los siguientes:

Sacarosa: 12,99 minutos.

Glucosa: 9,05 minutos.

Fructosa: 8,07 minutos.

3.5 Procesado de datos

Para el estudio del pardeamiento no enzimadtico se evalud la evolucion durante el
tratamiento térmico de los pardmetros colorimétricos (A4 de la fraccion liquida del
cremogenado, coordenadas CIELAB y sus parametros complementarios AE* y AC¥*), del
HMF y de los aztcares (sacarosa, glucosa y fructosa).

Los valores experimentales obtenidos para los distintos parametros mencionados se
ajustaron, con ayuda del programa Statgraphics v.5.0, a diferentes modelos cinéticos con la
finalidad de determinar aquellos que mejor describen el pardeamiento no enzimatico. Para la
cuantificacion del efecto de la temperatura se realizaron ajustes a la ecuacion de Arrhenius.
En todos los casos se trabajo con un nivel de confianza del 95 %.
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V Resultados y discusion
1 Caracterizacion fisico-quimica del cremogenado de melocoton

Los resultados obtenidos de los distintos analisis que se han realizado para la
caracterizacion del cremogenado de melocotdn se relacionan en la Tabla 5-1.

Determinaciones fisico-quimicas Cremogenado
de melocoton
pH 3,8
Contenido en solidos solubles (°Brix) 11,1
Acidez total (g de 4c. citrico/100 ml) 0,515
Actividad de agua 0,988
Sacarosa (%) 6,9
Glucosa (%) 0,91
Fructosa (%) 1,05
indice de formol (ml hidréxido de sodio 0,1N/100 ml) 5,2
Nitrogeno total (mg nitrégeno/100 ml) 86,45
Contenido en pulpa (% en peso) 32
Substancias Pécticas (g ac. galacturénico/100 ml):
Pectinas solubles en agua 0,896
Pectinas solubles en oxalato 0,093
Protopectinas 0,149
Fibra (% en peso) 1,5
HMF (ppm) 85

Caracterizacion fisico-quimica del cremogenado de melocoton.

La mayoria de los valores que se han obtenido son de un orden similar a los que se
citan en la bibliografia por otros autores (Casas, 1979; Belitz y Grosch, 1985) para
melocoton.

2 Comportamiento reolégico del cremogenado de melocoton

Al representar graficamente los datos experimentales del esfuerzo cortante en funcién
de la velocidad de deformacion obtenidos en el cremogenado de melocoton para cada una de
las cinco concentraciones estudiadas (Ver las siguientes figuras), se observa que los
reogramas trazados presentan una forma similar a la de los fluidos seudoplasticos, es decir, el
esfuerzo cortante aumenta potencialmente con la velocidad de deformacion.

Figura 5-1
Figura 5-2
Figura 5-3
Figura 5-4
Figura 5-5

Al estudiar los distintos reogramas, correspondientes cada uno de ellos a una
concentracion o contenido en so6lidos solubles determinado, se observa claramente como,
para las distintas temperaturas ensayadas, los valores que alcanza el esfuerzo cortante se
hacen mayores a medida que aumenta la velocidad de deformacion. Del mismo modo, resulta
facil apreciar que, para una velocidad de deformacion fija, el esfuerzo cortante disminuye, en
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todos los casos, al aumentar la temperatura. Al comparar los distintos reogramas
correspondientes a las distintas concentraciones resulta evidente que, para una misma
temperatura y velocidad de deformacién, el esfuerzo cortante toma valores més altos al
aumentar la concentracion de sélidos solubles. Asi, por ejemplo, para una temperatura de 5
°C y una velocidad de deformacion de 2770 s el esfuerzo cortante en las muestras de
cremogenado de melocoton de 11 °Brix ha sido de 70 Pa, mientras que en las muestras de
19,5 °Brix ha sido de 138 Pa y cuando el contenido en so6lidos solubles de las muestras se
incrementa hasta 29 °Brix el esfuerzo cortante llega a alcanzar 1045 Pa, es decir, que un
incremento en el contenido en sélidos solubles de menos de tres 3 veces, provoca un aumento
del esfuerzo cortante de casi 15 veces.

Los resultados experimentales del esfuerzo cortante y de la velocidad de deformacion,
para las muestras con diferentes contenidos en solidos solubles y para cada una de las
temperaturas ensayadas, se han ajustado, por el método de los minimos cuadrados, a la forma
no linealizada del modelo de Ostwald-de Waale o ley de la potencia:

=Ky (81)

Se han ensayado otros modelos diferentes al anterior propuestos por algunos autores
como modelos adecuados para productos derivados de frutas (modelo de Herschel y
Bulkley), pero los resultados obtenidos no han sido significativos, por lo que se han omitido
en el presente trabajo.

En la Tabla 5-2 se relacionan los valores de los parametros obtenidos para las distintas
concentraciones y temperaturas experimentadas.
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C T K n
(°Brix) (°C) (Pa.s")
11 5 7,61 0,09 0,28 £ 0,03 0,990
10 7,12 0,09 0,28 0,03 0,994
15 7,09 0,07 0,28 £ 0,03 0,993
25 5,91 0,05 0,29 + 0,04 0,995
35 5,54 0,09 0,28 £ 0,03 0,996
45 4,59 0,05 0,30 + 0,08 0,998
55 4,90 0,03 0,28 £ 0,05 0,991
60 3,91 0,07 0,30 = 0,03 0,995
14 5 9,60+ 0,12 0,26 £ 0,03 0,992
10 8,33+0,16 0,27 +£0,03 0,996
15 7,36 + 0,09 0,27 £ 0,05 0,997
25 7,58 £0,23 0,26 £ 0,03 0,994
35 6,39 + 0,04 0,27 £ 0,06 0,996
45 5,03 +0,07 0,29 + 0,04 0,999
55 4,45+ 0,09 0,30 £ 0,03 0,998
60 5,13+0,21 0,29 + 0,04 0,995
19,5 5 17,62+ 0,08 0,26 +0,07 0,991
10 20,08 +£0,05 0,23 +0,03 0,989
15 19,01 £0,14 0,23 +0,05 0,990
25 17,06 +£0,08 0,24 + 0,04 0,998
35 13,51 +0,05 0,26 +0,06 0,999
45 11,73+0,09 0,28 +0,04 0,999
55 9,56 + 0,18 0,29 + 0,04 0,999
60 8,93 +0,24 0,29 £ 0,07 0,977
24 5 40,21 £0,18 0,22+0,009 0,999
10 31,80+ 0,08 0,26 +0,04 0,996
15 33,83+0,05 0,25+0,03 0,999
25 27,33 +0,03 0,28 £0,07 0,997
35 23,72+0,02 0,29 £0,08 0,998
45 16,66 £ 0,09 0,34 + 0,06 0,990
55 17,22+0,19 0,32+ 0,04 0,999
60 14,06 +0,05 0,35+0,08 0,997
29 5 82,36 £0,21 0,32+0,03 0,997
10 78,78 0,12 0,33 +0,07 0,999
15 67,20+ 0,18 0,34 +0,04 0,999
25 54,63 +£0,22 0,35+0,05 0,999
35 47,99 £0,09 0,36 +0,07 0,999
45 40,36 £ 0,06 0,37 +0,09 0,999
55 34,63 +0,05 0,38 +0,06 0,999
60 32,12+0,13 0,38 +0,08 0,999

Valores de las constantes de la ley de la potencia (t = Ky") para de cremogenado de melocotédn a distintas
concentraciones y temperaturas.
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Para calcular la velocidad de deformacion de las muestras estudiadas se ha utilizado la
féormula dada por el fabricante del viscosimetro (Haake). Segiin Barbosa-Canovas y Peleg
(1982), estas formulas dadas por los fabricantes de viscosimetros se basan en un supuesto
comportamiento newtoniano del fluido estudiado. Ahora bien cuando el fluido estudiado
tiene un comportamiento pseudoplastico el error que se desprende del uso de las anteriores
formulas dependerd, sobre todo, de la desviacion respecto del comportamiento newtoniano y
del volumen que ocupe la muestra de liquido dentro de los vasos concéntricos. Una manera
de minimizar este error es trabajar con un volumen pequefio de muestra. La relacion de los
radios de los vasos exterior e interior del equipo utilizado en esta investigacion ha sido de
1,02, una de las méas pequefias en este tipo de aparatos.

Tabla 5-2

También se pueden realizar correcciones matematicas de los datos experimentales. De
entre los varios métodos que existen, uno de los mas utilizados, es el propuesto por Brodkey
(1967), que relaciona la velocidad de deformacion real, yr.a, y la velocidad de deformacion
newtoniana Ypewtoniana, SEZUN la expresion:

( I \2
1= frommmee|
. k I ) .
Y, real — Y, newtoniana (82)
[ V2
) R p—

siendo: r; y 1, los radios interior y exterior respectivamente, y n el indice de comportamiento
al flujo.

En la tabla siguiente se muestran los valores de los parametros de la ley de la potencia
corregidos segun la expresion propuesta por Brodkey.
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C (“Brix) T (°C) K (Pa.s") n
11 5 7,50 0,09 0,28 0,03 0,989
10 7,02 0,09 0,28 0,03 0,994
15 6,99 0,07 0,27 0,03 0,993
25 5,82 0,05 0,28 0,04 0,995
35 5,82 0,09 0,28 0,03 0,995
45 4,52 0,05 0,29 0,08 0,998
55 4,83 0,03 0,27 0,05 0,991
60 3,86 0,07 0,30 0,03 0,995
14 5 9,47 0,12 0,26 0,03 0,992
10 8,22 0,16 0,27 0,03 0,996
15 7,25 0,09 0,27 0,05 0,997
25 7,47 0,23 0,26 0,03 0,994
35 6,29 0,04 0,27 0,06 0,996
45 4,96,0,07 0,29 0,04 0,998
55 4,39 0,09 0,30 0,03 0,998
60 5,06 0,21 0,29 0,04 0,995
19,5 5 17,36 0,08 0,26 0,07 0,991
10 19,790,05 0,23 0,03 0,989
15 18,73 0,14 0,23 0,05 0,990
25 16,81 0,08 0,24 0,04 0,998
35 13,310,05 0,26 0,06 0,999
45 11,570,09 0,27 0,04 0,999
55 9,42 0,18 0,29 0,04 0,999
60 8,80 0,24 0,29 0,07 0,977
24 5 39,600,18 0,223 0,009 0,999
10 31,330,08  0,250,04 0,996
15 33,330,05  0,240,03 0,999
25 26,940,03  0,270,07 0,997
35 23380,02  0,280,08 0,999
45 16,44 0,09 0,34 0,06 0,990
55 16,99 0,19 0,32 0,04 0,999
60 13,87 0,05 0,34 0,08 0,998
29 5 76,91021  0,310,03 0,996
10 67,360,12  0,330,07 0,999
15 62,330,18  0,330,04 0,999
25 50,54022  0,350,05 0,999
35 44,680,009  0,350,07 0,999
45 37,510,06 0,37 0,09 0,999
55 32,220,005  0,370,06 0,999
60 29.860,13  0,380,08 0,999

Valores de las constantes de la ley de la potencia (t = K y") para cremogenado de melocoton a distintas

concentraciones y temperaturas corregidos por el método de Brodkey.
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Comparando los datos de la Tabla 5-2 con los de la Tabla 5-3 es posible comprobar
que existen ciertas variaciones en los valores de K y n, aunque es preciso matizar que esas
variaciones han sido muy pequefias y para el indice de comportamiento al flujo, no han
resultado nunca superiores a 0,01.

En todos los casos tanto los ajustes como los estimados de los pardmetros K, indice de
consistencia, y n, indice de comportamiento al flujo, resultaron significativos en un nivel de
confianza del 95%.

Segun se desprende del analisis de los resultados obtenidos para el coeficiente de
determinacion, r* (todos han resultado superiores a 0,990 y muchos de ellos del orden de
0,999) el modelo de Ostwald-de Waale o ley de la potencia describe adecuadamente el
comportamiento al flujo del cremogenado de melocotén, por lo que, desde el punto de vista
practico, el flujo de este producto puede considerarse como seudoplastico. Este mismo
modelo ha sido utilizado con éxito por diversos autores para describir el comportamiento al
flujo de diversos cremogenados o purés de fruta como en puré de guayaba (Vitali y Rao,
1982), en pulpas concentradas de naranja, (Vitali y Rao, 1984), en puré de albaricoque
(Ilicali, 1985; Steffe y Ford, 1985), en puré de manzana (Ilicali, 1985; Gherardi et al., 1985;
Rao et al., 1986), en zumo de limdn no clarificado (Saenz y Costell, 1986), en puré de mango
(Gunjal y Waghmare, 1987), en puré de ciruela y melocotén (Ibarz y Lozano, 1992).

Al analizar la Tabla 5-3 con los valores corregidos se observa que, de forma general,
para una misma concentracion, el incremento de la temperatura da lugar, en todas las
muestras, a una disminuciéon del indice de consistencia. Asi, para las muestras con una
concentracion de 11 °Brix, el indice de consistencia disminuye desde 7,5 Pa.s", para una
temperatura de 5 °C, hasta 3,86 Pa.s" a 60 °C. Del mismo modo, cuando la concentracion de
las muestras es de 29 °Brix el indice de consistencia disminuye desde 76,91 para 5 °C hasta
29,86 para 60 °C. Por otro lado, para una misma temperatura, al aumentar el contenido en
solidos solubles también aumenta el indice de consistencia. Si se toma como ejemplo la
temperatura de 5 °C se aprecia como el indice de consistencia aumenta de forma progresiva
con el contenido en solidos solubles, llegando a ser hasta diez veces mayores los valores
obtenidos para las muestras de 29 °Brix (76,91 Pa.s") que los de las muestras con 11 °Brix
(7,50 Pa.s"). Comportamientos similares han sido observados por otros autores en purés y
zumos de fruta (Saravacos, 1968; Vitali et al., 1974; Ibarz et al., 1992).

En el caso de las muestras de cremogenado de melocoton estudiadas se observa que el
indice de comportamiento al flujo aumenta muy ligeramente al incrementarse la
concentracion, pasando de valores de 0,28-0,30 para las muestras de 11 °Brix a valores de
0,31-0,38 para las de 29 °Brix. Sin embargo, para una misma concentracion, la temperatura
apenas afecta al indice de comportamiento al flujo, permaneciendo practicamente constante
en el rango de temperaturas estudiado. Resultados muy similares obtuvo Watson (1968) para
puré de melocoton de 15,4-24,9 °Brix y entre 4,5-60 °C, con un valor medio para el indice de
comportamiento al flujo de 0,36.

El valor del indice de comportamiento al flujo indica el grado de seudoplasticidad de
un fluido, (Garcia y Burén, 1980) de forma que cuanto mas alejado se encuentra de la unidad
(fluidos newtonianos) mayor seudoplasticidad presenta el producto. Los bajos valores
obtenidos para ¢éste parametro confirman el cardcter claramente seudoplastico del
cremogenado de melocoton.

Por tratarse de un fluido seudopléstico que sigue la ley de la potencia la viscosidad
variara en funcion de la velocidad de deformacién. Con objeto de analizar el comportamiento
de la viscosidad aparente en cremogenado de melocoton se ha calculado ésta para distintas
velocidades de deformacion (Tabla 5-4) mediante la ecuacion:
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C T Viscosidad aparente (Pa.s) a las velocidades de deformacion (s™:
(°Brix) (°C) 50 100 150 200 300 400 500 700 1000
11 5 0,449 0,272 0,203 0,165 0,123 0,100 0,085 0,067 0,051
10 0,420 0,255 0,190 0,154 0,115 0,093 0,080 0,062 0,048
15 0,402 0,242 0,180 0,146 0,108 0,088 0,074 0,058 0,045
25 0,348 0,211 0,157 0,128 0,095 0,077 0,066 0,052 0,040
35 0,348 0,211 0,157 0,128 0,095 0,077 0,066 0,052 0,040
45 0,281 0,172 0,128 0,105 0,078 0,064 0,054 0,043 0,033
55 0,278 0,167 0,124 0,101 0,075 0,060 0,051 0,040 0,031
60 0,250 0,154 0,115 0,094 0,071 0,058 0,049 0,039 0,030
14 5 0,523 0,314 0,232 0,187 0,139 0,112 0,095 0,074 0,057
10 0,472 0285 0,212 0,171 0,127 0,103 0,088 0,068 0,053
15 0,417 0251 0,187 0,151 0,112 0,091 0,077 0,060 0,046
25 0,413 0,247 0,183 0,148 0,109 0,088 0,075 0,058 0,045
35 0,361 0,218 0,162 0,131 0,097 0,079 0,067 0,052 0,040
45 0,308 0,189 0,141 0,115 0,086 0,070 0,060 0,047 0,036
55 0,283 0,175 0,131 0,107 0,081 0,066 0,056 0,044 0,034
60 0,314 0,192 0,144 0,117 0,088 0,071 0,061 0,048 0,037
19,5 5 0,959 0,575 0,425 0,344 0,254 0,206 0,174 0,136 0,104
10 0,973 0,571 0,417 0,334 0,244 0,196 0,165 0,127 0,096
15 0,921 0,54 0,395 0316 0,231 0,18 0,156 0,120 0,091
25 0,859 0,508 0,373 0,299 0,220 0,177 0,149 0,115 0,088
35 0,736 0,441 0,326 0,263 0,195 0,158 0,133 0,104 0,080
45 0,665 0401 0,298 0,241 0,179 0,145 0,123 0,096 0,074
55 0,585 0,358 0,268 0,218 0,164 0,133 0,114 0,090 0,069
60 0,547 0,335 0,250 0,204 0,153 0,125 0,106 0,084 0,065
24 5 1,872 1,091 0,795 0,635 0,463 0,369 0,310 0,239 0,181
lo 1,666 0991 0,731 0,589 0,435 0,350 0,296 0,230 0,176
15 1,704 1,006 0,739 0,594 0,437 0,351 0,296 0,229 0,174
25 1,549 0,934 0,694 0,563 0,419 0,339 0,288 0,225 0,173
35 1,398 0,849 0,634 0,515 0,385 0,312 0,266 0,209 0,161
45 1,243 0,787 0,602 0,498 0,381 0,315 0,272 0,217 0,172
55 1,188 0,742 0,562 0,462 0,351 0,288 0,248 0,197 0,155
60 1,048 0,664 0,508 0,420 0,321 0,265 0,229 0,183 0,145
29 5 5,172 3,206 2423 1,987 1,502 1,231 1,056 0,837 0,654
10 4,898 3,079 2,346 1935 1,474 1,216 1,047 0,836 0,658
15 4,533 2,849 2,171 1,790 1,364 1,125 0,969 0,773 0,609
25 3974 2,533 1,946 1,614 1,240 1,028 0,889 0,715 0,567
35 3,513 2,239 1,720 1,427 1,096 0,909 0,786 0,632 0,501
45 3,190 2,061 1,596 1,332 1,031 0,860 0,747 0,605 0,483
55 2,740 1,771 1,371 1,144 0,886 0,739 0,642 0,519 0,415
60 2,640 1,718 1,336 1,118 0,869 0,727 0,633 0,514 0,412

Viscosidad aparente a varias velocidades de deformacion para cremogenado de melocotdn con distintos
contenidos en solidos solubles y temperaturas.
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Se observa que la viscosidad aparente presenta un comportamiento similar al seguido
por el indice de consistencia, es decir, que para una determinada concentracion la viscosidad
aparente disminuye al aumentar al temperatura, y para una temperatura fija la viscosidad
aparente aumenta con la concentracion de las muestras. También, tal y como era previsible,
se aprecia como, en todos los casos, la viscosidad aparente disminuye al aumentar la
velocidad de deformacion.

En general, se observa que los valores del esfuerzo cortante, indice de consistencia y
viscosidad aparente, a las diferentes velocidades de deformacion a las que ha sido calculada,
experimentan un fuerte aumento cuando la concentracion de las muestras de cremogenado de
melocoton pasa de 24 °Brix a 29 °Brix. Durdn y Jiménez (1980) informan de un
comportamiento similar en puré de albaricoque, el cual experimenta un fuerte incremento en
los valores del indice de consistencia al superar los 20,5 °Brix.

Seglin estos autores este comportamiento podria ser explicado por la teoria de los
"aglomerados" (Charm, 1963; Rha, 1975). Un cremogenado de fruta esta constituido,
basicamente, por una dispersion de particulas solidas en una solucion acuosa de azlcares,
acidos organicos, sales y pectinas, por lo que, desde un punto de vista general y segun el
criterio de clasificacion seguido por Powrie y Tung (1976), se puede considerar al
cremogenado de melocoton como una dispersion de la forma sélido/liquido y, debido al
tamafio de las particulas suspendidas (superior a 0,5 nm) como un sol grosero o suspension.
Resulta, pues, evidente que su comportamiento reologico estard regido por las caracteristicas
de la fase solida (forma, tamafio y concentracion de las particulas) y por las de la fase liquida
(naturaleza, forma tamafio y concentracion de las especies moleculares que la componen).
Conforme aumenta el grado de concentracion, las particulas sélidas, en un principio
individuales, irian quedando cada vez mas proximas unas de otras, lo que facilitaria la
formacion de grumos, que a su vez, se unirian para formar agregados. Estos agregados
también podrian asociarse llegando a formar una red o malla que atraparia la fase dispersante,
provocando, de este modo, un fuerte incremento en los parametros reologicos al alcanzar una
determinada concentracion critica.

2.1 Efecto de la temperatura

Es un hecho comprobado que la temperatura ejerce una influencia sobre la viscosidad
de los fluidos. Este efecto de la temperatura sobre la viscosidad aparente puede ser descrito
mediante una ecuacion de tipo Arrhenius (Rao 1977):

Na = N €xp (Eo/RT) (84)

Donde, n, es la viscosidad aparente a un determinada velocidad de deformacion, n es
una constante, E, es la energia de activacion de flujo, R es la constante de los gases, y T es la
temperatura absoluta.

Para liquidos que siguen la ley de la potencia se puede utilizar el indice de
consistencia, en lugar de la viscosidad aparente, para determinar el efecto de la temperatura
en el comportamiento al flujo (Rao ef al., 1984). Mediante un ajuste no lineal de los datos del
indice de consistencia de la Tabla 5-3 a la ecuacion de Arrhenius se han obtenido los valores
de las energias de activacion al flujo y de la constante 1 del cremogenado de melocoton para
distintas concentraciones en solidos solubles estudiadas (Ver tabla siguiente).
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C E, N r’
(°Brix) (kJ/mol) (Pa.s")

11 8,41 0,102 0,962
14 9,58 0,144 0,956
19,5 11,09 0,171 0,954
24 13,68 0,204 0,979
29 12,88 0,286 0,999

Efecto de la temperatura sobre el indice de consistencia del crernogenado de melocoton con diferentes
contenidos en solidos solubles. Parametros de la ecuacion de Arrhenius.

Los valores que se han obtenido para la energia de activacion varian entre 8,41
kJ/mol, para las muestras de cremogenado de melocoton de 11 °Brix, y 13,68 kJ/mol para las
de 24 °Brix. Pese a que estos valores son muy similares para las diferentes concentraciones
estudiadas, es posible advertir una clara tendencia a aumentar conforme se incrementa el
contenido en solidos solubles de las muestras de cremogenado, si bien, este aumento alcanza
su maximo para la concentracion de 24 °Brix, disminuyendo luego ligeramente cuando la
concentracion aumenta hasta 29 °Brix. Estos resultados son de un orden similar a los
encontrados por otros autores en purés de frutas. Lozano e Ibarz (1992) encontraron valores
de E, de 10,5kJ/mol al estudiar la influencia de la temperatura en el comportamiento al flujo
de pulpas concentradas de melocoton de 34,2 °Brix en el rango de temperaturas de 30-55 °C.
Harper y Lebermann (1962) en puré¢ de pera de 18,3-45,8 °Brix obtuvieron una E, de 11,71
kJ/mol y Vitali y Rao (1982) obtuvieron una E, de 15,4kJ/mol en puré de guayaba de 9,8-16
°Brix.

En general, puede decirse que los valores de E, obtenidos son bajos, lo que indica
que, dentro del intervalo estudiado de 5 °C a 60 °C, la temperatura ejerce una escasa
influencia sobre el comportamiento reologico del cremogenado de melocoton. Segin Séenz y
Costell (1986) y Saravacos (1970) la presencia de pulpa y de pectinas, en productos como los
cremogenados, hace disminuir la influencia de la temperatura en su comportamiento
reologico.

La constante 1) tiene valores relativamente elevados y presenta una ligera tendencia a
aumentar con la concentracion de las muestras.

En la Figura 5-6 se ha representado de forma gréfica la variacion de la viscosidad
aparente, a una velocidad de deformacion de 100 s'l, en funciéon de la inversa de la
temperatura absoluta para cremogenado de melocoton a distintas concentraciones en solidos
solubles.

En la figura anterior se observa cémo la viscosidad aparente, calculada para una
velocidad de deformacion de 100 s™', aumenta al aumentar la inversa de la temperatura, lo
que quiere decir que la viscosidad aparente disminuye al aumentar la temperatura. Esta
variacion presenta pendientes muy similares para las concentraciones de 11 a 24 °Brix, lo que
indica que la temperatura afecta de igual modo a las muestras con estos contenidos en solidos
solubles. Sin embargo cuando la concentracion de las muestras se incrementa hasta 29 °Brix
la viscosidad aparente aumenta de forma mucho més répida con respecto a la inversa de la
temperatura, de lo que se desprende una mayor dependencia de la viscosidad aparente con la
temperatura a esta concentracion en sélidos solubles. Asimismo, se aprecia claramente como,
para las concentraciones bajas, la viscosidad aparente, ain manteniendo pendientes similares,
toma valores mas altos al aumentar el contenido en so6lidos solubles, salvo para las
concentraciones de 11 y 14 °Brix, para las cuales la viscosidad aparente es practicamente la
misma. Cuando la concentracion pasa de 24 °Brix a 29 °Brix se aprecia un fuerte incremento
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en los valores de la viscosidad aparente con la inversa de la temperatura.

Con el objeto de analizar mas detalladamente la correlacion existente entre la
temperatura y la viscosidad aparente se han ajustado los valores de la Tabla 5-4 a la ecuacion
de Arrhenius con el fin de obtener los valores de mn y las energias de activacion, E,. En la
Tabla 5-6 se dan los resultados de dicho ajuste.

C (°Brix) ¥ (s Ea (kJ/mol) 1. (Pa.s) r

11 50 7,814 0,0153 0,968
100 7,704 0,0097 0,972
150 7,641 0,0074 0,974
200 7,595 0,0062 0,975
300 7,531 0,0047 0,976
400 7,486 0,0039 0,977
500 7,451 0,0034 0,977
700 7,398 0,0027 0,977
1000 7,342 0,0021 0,976

14 50 7,782 0,0173 0,932
100 7,454 0,0119 0,933
150 7,263 0,0096 0,934
200 7,127 0,0082 0,933
300 6,935 0,0066 0,933
400 6,799 0,0057 0,932
500 6,694 0,0050 0,932
700 6,534 0,0042 0,930
1000 6,366 0,0035 0,928

19,5 50 8,276 0,0286 0,969
100 7,767 0,0209 0,978
150 7,469 0,0017 0,983
200 7,257 0,0153 0,985
300 6,959 0,0128 0,988
400 6,748 0,0112 0,990
500 6,584 0,0102 0,990
700 6,337 0,0087 0,990
1000 6,075 0,0074 0,988

24 50 7,332 0,0781 0,970
100 6,201 0,0744 0,967
150 5,539 0,0723 0,962
200 5,069 0,0709 0,955
300 4,407 0,0689 0,94
400 3,938 0,0676 0,921
500 3,574 0,0665 0,989
700 3,024 0,0650 0,849
1000 2,442 0,0634 0,760

29 50 9,526 0,0849 0,998

100 8,623 0,0687 0,996
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150 8,570 0,0607 0,994

200 8,319 0,0556 0,993
300 7,966 0,0491 0,991
400 7,716 0,0450 0,989
500 7,522 0,0420 0,987
700 7,229 0,0379 0,984
1000 6,919 0,0340 0,980

Efecto de la temperatura sobre la viscosidad aparente calculada a diferentes velocidades de deformacion en
cremogenado de melocoton con diferentes contenidos en s6lidos solubles.

Se observa que los valores de las energias de activacion para una determinada
concentracion disminuyen a medida que aumenta la velocidad de deformacion. Esta
disminucién es muy ligera para las concentraciones mas bajas, por ejemplo, para una
concentracion de 11 °Brix, la viscosidad aparente, para una velocidad de deformacion de 50 s
1, es de 7,814 kJ/mol y cuando la velocidad de deformacion aumenta hasta 1000 s la
viscosidad aparente disminuye menos de 0,5 kJ/mol alcanzando un valor de 7,342 kJ/mol. El
descenso de la energia de activacion provocado por el aumento de la velocidad de
deformacion se hace mas patente al aumentar la concentracion de las muestras, de este modo,
en las muestras de cremogenado de melocoton con una concentracion de 29 °Brix la
viscosidad aparente disminuye desde 9,526 kJ/mol, a una velocidad de deformacion de 50 s
hasta 6,919 kJ/mol cuando la velocidad de deformacion aumenta a 1000 s'. Sin embargo,
merecen una atencion especial los resultados, un tanto irregulares, que se han obtenido en las
muestras de 24 °Brix. Las energias de activacion alcanzadas en este caso han resultado ser,
para todas la velocidades de deformacion, inferiores a las conseguidas para muestras mas
diluidas, con valores que pasan de 7,332 kJ/mol para una velocidad de deformacién de 50 s,
a 2,442 kJ/mol a una velocidad de deformacion de 1000 s consiguiendo, ademas, con casi 5
kJ/mol, el mayor decremento de la energia de activacion dentro del rango de velocidades de
deformacién considerado.

En general, los resultados obtenidos indican, pues, que la temperatura tiene un efecto
mas notable sobre la viscosidad aparente cuando el cremogenado de melocotdn es cizallado a
velocidades de deformacion mas bajas, y su contenido en solidos solubles es mas alto.

Tabla 5-6

De los resultado obtenidos se deducen algunas consideraciones que pueden ser
aplicadas al proceso de elaboracion de los cremogenados. Como se ha dicho el cremogenado
de melocoton se comporta como un fluido seudopléstico, es decir, para una concentracion y
una temperatura determinadas, su viscosidad aparente disminuye al aumentar la velocidad de
deformacion. Esto indica que en los equipos de procesado, tales como evaporadores y
equipos de calentamiento, la propia agitacion resulta beneficiosa en la transmision de calor.
Ademas, para velocidades de deformacion altas, las energias de activacion son mas elevadas
para las muestras de cremogenado menos concentradas, lo que indica que para estas
concentraciones resulta preferible trabajar a temperaturas mas altas, aunque no puede
trabajarse a temperaturas demasiado elevadas ya que el calor puede provocar reacciones de
pardeamiento no enzimatico.

Como se observa en la Tabla 5-6, con el aumento de la velocidad de deformacion no
s6lo disminuye la viscosidad aparente, sino que también lo hace la energia de activacion. El
primero de estos efectos resulta beneficioso en los procesos de trasmision de calor, mientras
que el segundo no lo es, por lo que para obtener las condiciones Optimas de transmision de
calor deberan buscarse los valores 6ptimos de velocidad de deformacion y temperatura.

Concluyendo, puede decirse que para fluidos cuyo comportamiento no sea
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newtoniano, deben evaluarse los efectos de la temperatura y de otras variables del proceso a
distintas velocidades de deformacion (Vitali et al., 1974; Ibarz y Pagéan, 1987b).

2.2 Efecto de la concentracion

El efecto de la concentracion sobre el comportamiento reoldgico de zumos y
cremogenados de fruta se puede describir segiin diversos autores (Saravacos, 1970; Rao et
al., 1984) mediante los siguientes modelos matematicos:

Modelo potencial: n=K; c* (85)
Modelo exponencial: n =Ks exp (A20) (86)

donde K, K3, A; y A, son constantes y C es la concentracion de s6lidos solubles en °Brix.

Se ha estudiado la variacion del indice de consistencia con la concentracion de las
muestras de cremogenado de melocoton. De los resultados de los ajustes se desprende que el
modelo exponencial define mejor el comportamiento reologico del cremogenado de
melocotén industrial de melocotén, ya que es el que presenta valores de coeficientes de
determinacion, r2, mas altos, por lo que en adelante Gnicamente se hace referencia a este
modelo. Estos resultados difieren de los de algunos estudios previos realizados en purés de
frutas y vegetales, en los cuales se afirma que la viscosidad aparente o el indice de
consistencia y la concentracion del producto estudiado estan relacionados por una funcion de
tipo potencial (Harper y Lebermann, 1962; Harper y El-Sahrigi, 1965; Rao ef al., 1981; Vitali
y Rao, 1982). Sin embargo, los resultados aqui expuestos coinciden con los de otros estudios
realizados por Vitali ef al., (1974), Rao et al., (1984) y Vitali y Rao (1984) quienes también
afirman que el modelo exponencial define de forma mas satisfactoria el efecto que la
concentracion ejerce sobre la viscosidad aparente y sobre el indice de consistencia en algunos
purés y zumos de fruta.

En la Tabla 5-7 se recogen los valores de los parametros correspondientes al modelo
exponencial, asi como los coeficientes de determinacion obtenidos a partir de los distintos
ajustes para las diferentes temperaturas ensayadas. En todos los casos tanto los ajustes como
los estimados de los parametros han resultado significativos con un nivel de confianza del
95%.

T K, A, r
(°C) (Pa.s") (°Brix™)
5 0,435 0,133 0,993
10 0,435 0,128 0,995
15 0,371 0,129 0,990
25 0,377 0,122 0,998
35 0,323 0,118 0,993
45 0,073 0,119 0,989
55 0,104 0,113 0,981
60 0,064 0,111 0,994

Efecto de la concentracion sobre el indice de consistencia para cremogenado de melocoton. Parametros
resultantes del ajuste al modelo exponencial: n =K, exp (A, C).

Como se puede apreciar en la Tabla 5-7, el parametro K, tiende a disminuir al
aumentar la temperatura. Los valores de este parametro han oscilado desde 0,435 Pa.s" a una
temperatura de 5 °C hasta 0,064 Pa.s" a los 60 °C.
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Un comportamiento similar se observa en el pardmetro A, que, aunque de manera casi
imperceptible, también disminuye al aumentar la temperatura. Los valores de este pardmetro
tan s6lo han disminuido desde 0,133 °Brix ™', para una temperatura de 5 °C, hasta 0,111 °Brix !
a los 60 °C, es decir tan solo un descenso de 0,022°Brix™ en el rango de temperaturas que
abarca de los 5 a los 60 °C. El comportamiento del pardmetro A, en funcion de la temperatura
ofrece una indicacion del efecto de la concentracion sobre el indice de consistencia, de forma
que si A; disminuye al aumentar la temperatura, el efecto de la concentracion es menor a
medida que la temperatura aumenta. En el caso concreto del estudio realizado en
cremogenado de melocoton la evolucion del parametro A, indica que el efecto de la
concentracion es mayor a temperaturas mas bajas.

En la Figura 5-7 se han representado los puntos experimentales que determinan la
evolucion de la viscosidad aparente calculada a 100 s en funcién de la concentracion,
medida en °Brix. También se han representado las lineas correspondientes a los ajustes de los
valores experimentales al modelo exponencial.

Analizando la Figura 5-7 se observa cémo la viscosidad aparente calculada para una
velocidad de deformacion de 100 s aumenta de forma exponencial conforme aumenta la
concentracion de las muestras de cremogenado de melocoton. También se aprecia como los
valores de la viscosidad, para una concentracion determinada, son mayores a temperaturas
mas bajas. Ademas, cuanto mayor es la concentracion de las muestras, mayor es la diferencia
entre los valores que toma la viscosidad aparente para las distintas temperaturas de trabajo.

2.3 Efecto combinado de la concentracion y temperatura

El cremogenado de melocoton, y en general los productos derivados de fruta, estan
sometidos durante las distintas fases de su proceso de elaboracion a diferentes temperaturas y
concentraciones. Resulta 1til, por tanto, obtener una tUnica expresion que relacione la
viscosidad aparente o el indice de consistencia del fluido con la concentracion del
cremogenado y la temperatura de trabajo, ya que el comportamiento al flujo del producto
condicionard de alguna forma los fendmenos de transferencia de cantidad de movimiento y
de calor. Con esta finalidad se han analizado una serie de modelos que permitan determinar
esta relacion.

Varios autores (Saravacos, 1970; Rao et al., 1984; Khalil et al., 1989; Ibarz et al.,
1995) definen el siguiente modelo mateméatico como el mas idoneo para explicar el efecto
combinado de la temperatura y la concentracion sobre el indice de consistencia de derivados
de fruta:

[ E. )
Modelo 1: Ke1 = oty exp | —----- +B:C| (87)

\RT )

donde: K¢; es el indice de consistencia del modelo combinado 1, o, y B; son constantes, E,
es la energia de activacion, R es la constante de los gases, T es la temperatura en Kelvin y C
es la concentracion en °Brix.

Los resultados obtenidos de dicho ajuste han sido los siguientes:

o; = 0,016 (Pa.s")

B, = 0,122 (°Brix™)

E,= 11,167 kJ/mol

r* = 0,990
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Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos, se puede redefinir la expresion
correspondiente al modelo 1 para el cremogenado de melocoton, y queda de la forma:

Modelo 1: kep = 0,016 exp(1343 -—--- +0,122C) (Pa.s") (88)

Ademas del modelo combinado anterior, algunos autores han utilizado otros modelos
que permiten combinar en una Unica expresion el efecto de la temperatura y de la
concentracion (Vitali y Rao, 1982; Rao ef al., 1984). En realidad se trata de un modelo que
combina la ecuacion de Arrhenius y el modelo de la potencia, donde los valores del factor de
frecuencia y de la energia de activacion han sido sustituidos por sus correspondientes
expresiones en funcion de la concentracion ajustadas al modelo de la potencia:

Modelo 2: k¢, = k; C* exp( ------------ ) (89)

De este modo, a partir de los valores del factor de frecuencia, n, se realiza un nuevo
ajuste frente a la concentracion a la ecuacion:

N.=k; C* (90)

donde: n es el factor de frecuencia calculado seglin la ecuacion de Arrhenius, k; y k, son
constantes y C es la concentracion en °Brix.

Los resultados del ajuste han sido:

k; = 0,01 (Pa.s"/°Brix""°)

k, = 0,96 (adimensional)

r* = 0,980

De este modo, a partir de los valores de E, y de 1 de la Tabla 5-8 del apartado, se
realiza un nuevo ajuste de la energia de activacion frente a la concentracion a la ecuacion:

E,=k; C* (91)

donde: E, es la energia de activacion calculada segun la ecuacion de Arrhenius, k3 y k4 son
constantes y C es la concentracion en °Brix.

Los resultados del ajuste han sido:

ks = 2,59 (kJ/mol)**

k4 = 0,49 (adimensional)

= 0,961

Asi pues, sustituyendo los valores obtenidos de los ajustes en las ecuaciones
correspondientes se obtienen las siguientes expresiones para la energia de activacion y el
factor de frecuencia en funcién de la concentracion:

E,=2,59 C*¥ (kJ/mol) (92)
N.=0,01 C**° (Pa.s") (93)

A partir de estas nuevas ecuaciones se ha podido redefinir la ecuacion de Arrhenius,
de tal forma que se ha obtenido el indice de consistencia en funcidon de la concentracion (en
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°Brix) y de la temperatura (en Kelvin), quedando de la siguiente forma:

2,59 C0¥
Modelo 2: K¢ = 0,01 C**® exp(----------- ) (Pa.s") (94)

en la que R = 8,314107 kJ/mol.

Un tercer modelo combinado estd basado en el modelo exponencial del efecto de la
concentracion donde su parametros K, y A, son expresados como una funcion lineal y
exponencial de la temperatura respectivamente:

Modelo 3: K¢s = (ks + k¢ T) exp[(exp(ks + ksT))C] (95)

donde T es la temperatura en °C y C la concentracion en °Brix.
Los valores de K, de la Tabla 5-7 se ajustan frente a la temperatura a la ecuacion
lineal:

Ky=ks+keT (96)

Los resultados que se han obtenido del ajuste son los siguientes:
ks = 0,5 (Pa.s")

ke =-7,4107 (°C™)

r* = 0,943

Igualmente, los valores de A; se han ajustado a la ecuacion:

As = exp(ks + ks T) (97)

obteniéndose los siguientes resultados:
k; =-2,01 (°Brix™)
ks = -3,0310 (°C™)
r* =0,976
De este modo las ecuaciones anteriores quedan de la forma:

K>=0,5 7,410° T (Pa.s") (98)
As=exp(2,01 3,03:10° T) (°Brix") (99)

A partir de estas nuevas ecuaciones se ha redefinido el modelo exponencial, de forma
que se puede obtener el indice de consistencia en funcidon de la temperatura (en °C) y de la
concentracion (en °Brix), quedando de la forma siguiente:

Modelo 3: (100)
Kes =(0,5-7,4-10°T)exp[(exp(-2,01-3,03-10°T))C] (Pa.s")

A partir de las expresiones deducidas de los tres modelos se han calculado los indices
de consistencia para cada una de las concentraciones a todas las temperaturas de trabajo
ensayadas. Los valores obtenidos, asi como el indice de consistencia calculado a partir de los
datos experimentales mediante ajuste al modelo de la ley de la potencia (Kexperimental) S€
muestran en la siguiente tabla:
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C T Kexperimental KC 1 KC2 KC3
(*Brix) “C)

11 5 7,50 7,70 1,97 3,79
10 7,02 7,01 1,78 3,53
15 6,99 6,46 1,59 3,32
25 5,82 5,50 1,23 2,94
35 5,82 4,75 0,90 2,63
45 4,52 4,15 0,60 2,38
55 4,83 3,68 0,32 2,17
60 3,86 3,44 0,19 2,01
14 5 9,47 11,10 2,93 7,55
10 8,22 10,11 2,63 6,97
15 7,25 9,32 2,33 6,51
25 7,47 7,94 1,78 5,68
35 6,29 6,84 1,29 5,01
45 4,96 5,99 0,85 4,47
55 4,39 5,30 0,45 4,04
60 5,06 4,96 0,26 3,81
19,5 5 17,36 21,72 6,07 21,36
10 19,79 20,02 5,37 19,45
15 18,73 18,24 4,72 17,95
25 16,81 18,24 3,53 15,28
35 13,31 15,53 2,50 13,19
45 11,57 11,71 1,63 11,54
55 9,42 10,38 0,84 10,23
60 8,80 9,70 0,49 9,57
24 5 39,60 37,62 11,00 43,67
10 31,33 34,24 9,46 39,37
15 33,33 31,59 8,36 36,02
25 26,94 26,89 6,17 30,15
35 23,38 23,20 4,29 25,62
45 16,44 20,28 2,76 22,09
55 16,99 17,97 1,40 19,34
60 13,87 16,80 0,82 17,96
29 5 76,91 69,24 21,28 87,91
10 67,36 63,03 18,48 78,46
15 62,33 58,15 15,92 71,17
25 50,54 49,49 11,48 58,56
35 44,68 42,69 7,82 48,98
45 37,51 37,33 4,97 41,63
55 32,22 33,08 2,46 35,97
60 29,86 30,93 1,44 33,16

Relacion entre el indice de consistencia experimental (calculado segun el modelo de la ley de la Potencia) y los
teoricos (calculados seglin los modelos combinados) en el cremogenado de melocoton.

104



En todos los casos tanto los ajustes como los estimados de los parametros han
resultado significativos con un nivel de confianza del 95 %.

Los resultados obtenidos de los ajustes de los datos a la forma linealizada de las
ecuaciones anteriores mediante el método de los minimos cuadrados, han confirmado que el
modelo 1 define de forma mucho maés satisfactoria el efecto combinado de la temperatura y la
concentracion sobre el indice de consistencia de cremogenado de melocotéon. Esto mismo fue
confirmado por distintos autores (Saravacos, 1970; Rao et al., 1984; Khalil et al., 1989; Ibarz
et al., 1995), quienes coinciden al indicar el modelo 1 como el més adecuado para determinar
el citado efecto combinado de la temperatura y la concentracion.

Como se puede apreciar al analizar los datos de Tabla 5-8 los indices de consistencia
calculados segun tres modelos combinados siguen la misma tendencia que el indice de
consistencia experimental, de forma que para una misma concentraciéon disminuyen al
aumentar la temperatura y, a su vez, los valores aumentan al aumentar la concentracion de las
muestras de cremogenado de melocoton. Ademas se observa que los valores obtenidos con el
modelo 1 son los que més se asemejan a los experimentales, especialmente a concentraciones
bajas de las muestras.

2.4 Evaluacion de los modelos combinados

Con el fin de realizar un analisis comparativo de los tres modelos combinados se ha
realizado un ajuste lineal entre el indice de consistencia experimental y cada uno de los
tedricos, de tal manera que los parametros de las ecuaciones resultantes aporten datos
objetivos a la hora de decidir cual de los tres modelos es el mas apropiado. Asi, ademas del
coeficiente de determinacion (r*), se ha tenido en cuenta que la regresién presente una
pendiente proxima a la unidad y una ordenada en el origen proxima a cero. En la tabla
siguiente se detallan los parametros resultantes de estos ajustes.

2

Modelo Ordenada Origen  Pendiente r

1 -1,50,9 1,07 0,03 0,993
2 2,20,7 0,83 0,02 0,991
3 5,428 3,4 0,4 0,879

Parametros de los ajustes del indice de consistencia experiniental frente a los calculados segin los modelos
combinados. Ajuste a la expresion: Keyperimental = @ + bKcaicutado-

Ademas se han representado graficamente los indices de consistencia experimentales
frente a los calculados (Ver las siguientes figuras).
Figura 5-8
Figura 5-9
Figura 5-10

Se puede observar, a partir de los resultados obtenidos, que el modelo que mejor
describe el efecto combinado de la temperatura y de la concentracion sobre el indice de

consistencia en cremogenado de melocotén es el modelo 1, que viene expresado por la
ecuacion:

Kci = 0,016 exp(1343 —----- +0,122 C) (101)
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en la que K¢ es el indice de consistencia expresado en (Pa.s"), T es la temperatura de trabajo
en Kelvin y C es la concentracion de las muestras en °Brix.

3 Recuentos microbiolégicos

Para el estudio de la microflora presente en el cremogenado de melocoton industrial
se han tomado muestras en dos puntos del proceso de produccion, tras el tamizado y en el
producto final. En total se han analizado 92 muestras: 14 de fruta tamizada, 73 de producto
acabado y 5 muestras de producto alterado.

La tabla siguiente muestra, de forma resumida, los recuentos de los microorganismos
aerobios mesofilos (para una informacion mas detallada ver Anejo 1).

Fruta tamizada Producto acabado Producto alterado
Numero de
muestras analizadas 14 73 5
Recuento total de
aerobios mesofilos 0-30 <10 >10*
Recuento de mohos
y levaduras <10 0-30 >10*

Recuentos microbiologicos medios (pfc/g) de las muestras de cremogenado de melocoton.

Los niveles de contaminacion microbiana en las diferentes muestras sin signos de
alteracion han sido siempre muy bajos. Asi el recuento medio de aerobios mesofilos ha sido
en las muestras de fruta triturada de 0-30 y < 10 pfc/g en el producto acabado; mientras que
los recuentos de mohos y levaduras han invertido esta relacion con valores medios < 10 pfc/g
en la fruta tamizada y < 30 pfc/g en el producto acabado. Unicamente, tal y como era
previsible, en las muestras de producto alterado se han contabilizado recuentos medios de
aerobios mesofilos y de mohos y levaduras superiores a 10* pfc/g.

Turtura et al. (1988) encontraron resultados similares al estudiar la microflora de
varios productos derivados de fruta, entre los que se encontraban zumos y pulpas de
melocoton.

En la Figura 5-11 se muestra el nivel de contaminacioén por aerobios meso6filos de las
muestras estudiadas de fruta triturada y producto acabado.

El porcentaje de muestras en las que no se ha detectado la presencia de ningin
microorganismo ha sido notablemente mayor en el producto acabado (49 %) que en la fruta
triturada (14 %). Del mismo modo, un 41% de las muestras de producto acabado han tenido
recuentos comprendidos entre 1 y 5 pfc/g mientras que en la fruta triturada este porcentaje se
ha reducido al 29%.

Los recuentos de mohos y levaduras, como aparece en la Figura 5-12, han presentado
unos resultados bien distintos, presentando mayores valores e incidencia en el producto
acabado, estando presentes en 35 muestras (48,6 %). En fruta triturada la mayor parte de las
muestras (un 79%) ha presentado ausencia de mohos y levaduras y tan sélo 3 muestras (un
21%) han dado recuentos de 10 pfc/g.

Los recuentos tan bajos obtenidos pueden explicarse por el propio proceso de
fabricacion del cremogenado. Como se ha explicado anteriormente en la elaboracion del
cremogenado de melocotdn, la fruta utilizada se somete a tres lavados consecutivos, en uno
de los cuales se adiciona hipoclorito sédico. Con esta serie de lavados, ademas de eliminar la
suciedad existente, se consigue reducir considerablemente la flora microbiana superficial.
Seglin algunos autores la carga microbiana de las frutas sin lavar varia entre 10° y 10® pfc/g,
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pero un lavado cuidadoso puede reducirla a una décima parte o incluso mas (Muller, 1981).

Ademas del lavado hay que considerar que el muestreo de la fruta triturada se ha
realizado justamente a la salida de un tratamiento térmico de inactivacion enzimatica (3
minutos a 90-95 °C) lo que produce una importante reduccion en la microflora de la fruta
triturada. Asi mismo, el producto acabado ha sido sometido a un proceso de pasteurizacion en
el que se ha eliminado la casi totalidad de los microorganismos existentes, por lo que los
microorganismos presentes en los recuentos efectuados hay que atribuirlos mayoritariamente
a posibles contaminaciones del producto en tuberias y tanques, durante el transporte y
almacenamiento.

4 Caracterizacion de la microflora presente
4.1 Identificacion preliminar

Del conjunto de muestras estudiadas se han aislado un total 186 microorganismos
para proceder a su posterior identificacion.

Tras una identificacion preliminar, realizada mediante observaciones macroscopicas
(culturales) y observacion microscopica (tinciones Gram), los aislamientos se han clasificado
en bacterias, mohos y levaduras. Asi, de los 186 aislamientos, 102 (54,8 %) han sido
clasificados como bacterias, 60 (32,3 %) como mohos y 24 (12,9 %) como levaduras.

La incidencia de los distintos grupos microbianos en las muestras de cremogenado de
melocotén analizadas se presenta en la tabla siguiente:

Fruta Producto Producto
triturada acabado alterado
Bacterias
Bacilos esporulados 57,1 7,7 nd
Cocos Gram + 21,4 7,7 nd
Bacilos Gram - 7,1 2,7 nd
Bacterias lacticas
Lactobacilos nd 21,7 nd
Cocos 90,0 95,7 100
Total 90,0 95,7 100
Mohos 14,3 48,7 nd
Levaduras 14,3 5,1 100

Incidencia® de la microflora bacteriana en cremogenado de melocoton.
? Los resultados estan expresados en % de muestras en los que se ha detectado presencia de los distintos grupos
microbianos.
nd: no detectado.

4.2 Microflora bacteriana

La microflora bacteriana que se ha aislado de las muestras estudiadas de cremogenado
de melocoton se ha agrupado en cuatro bloques:

- Bacilos Gram + esporulados.

- Bacilos Gram -.

- Cocos Gram +.

- Bacterias lacticas.
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4.2.1 Bacilos Gram + esporulados

Ha sido uno de los grupos con mayor incidencia, pues ha sido aislado en el 57,1% de
las muestras de fruta tamizada (Tabla 5-11). Las principales especies de este grupo que se han
aislado han sido: Bacillus brevis, Bacillus megaterium, Bacillus badius, Bacillus globisporus,
Bacillus azotoformans y Bacillus schlegelii (Ver tabla siguiente).

Fruta tamizada Producto acabado Productoalterado

Bacterias

Bacillus brevis

B. megaterium

B. badius

B. globisporus

B. azotoformans

B. sphaericus

B. schleglii

Micrococcus luteus
Lactobacillus brevis
Leuconostoc sp.
Pseudomonas sp.

Total Aislamientos
Mohos

Aspergillus sp.
Penicillium sp.
Cladosporium sp.
Alternaria sp.

Fusarium sp.
Trichoderma sp.

Otros

Total Aislamientos
Levaduras
Saccharomyces cerevisiae
Criptococcus laurentii
Candida kefir

Candida coliculosa
Candida magnoliae
Kloeckera apiculata 0
Total Aislamientos 12 10
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Especies y numero de aislamientos de bacterias, mohos y levaduras identificados en las muestras de
cremogenado de melocoton.

Sin embargo, tras el tratamiento térmico de pasteurizacion a que es sometido el
cremogenado, la incidencia de este grupo baja notablemente, siendo detectadas especies de
bacilos Gram + esporulados solamente en el 7,7% de las muestras analizadas. Este descenso
en la presencia de estos microorganismos debe ser atribuido principalmente a los efectos del
tratamiento térmico de pasteurizacion, aunque no exclusivamente, ya que existen otros
factores como la actividad de agua (ay) y el pH que pueden influir en la supervivencia y
viabilidad de estos microorganismos.

El pH de las muestras de cremogenado de melocoton estudiadas oscila en torno al
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3,81, valor que puede considerarse bastante acido en el caso de productos alimentarios. Segin
Corlett y Brown (1983), cuando la acidez es lo suficientemente alta como para detener el
crecimiento bacteriano, el periodo de tiempo que los microorganismos pueden mantenerse
viables puede ser un dato critico para evaluar su contribucion potencial al deterioro de los
alimentos. En las condiciones adversas provocadas por esta alta acidez, los microorganismos
pueden verse privados de la energia de mantenimiento necesaria para regular su medio 16nico
interno y para renovar sus componentes celulares, produciendo como resultado una pérdida
de la viabilidad. Dicha pérdida de viabilidad se produce de forma progresiva y conforme se
prolonga la permanencia de los microorganismos en condiciones estrictas de pH, lo que
provoca que sélo las especies esporuladas y mas abundantes, permanezcan en forma de
esporas, algunas de las cuales tal vez puedan sobrevivir al tratamiento de pasteurizacion, y
aunque no sean capaces de desarrollarse en el cremogenado de melocoton, aparecen en los
recuentos de las muestras del producto acabado.

4.2.2 Bacilos Gram -

La presencia de este tipo de microorganismos en las muestras estudiadas de
cremogenado de melocoton estudiadas puede considerarse muy poco importante, ya que
solamente se han aislado 3 cepas de bacilos Gram - pertenecientes al género Pseudomonas
(Tabla 5-12).

La presencia de Pseudomonas sp. como Unico representante del grupo de los bacilos
Gram - en cremogenado de melocoton puede explicarse por el hecho de que es una de las
principales bacterias pectinoliticas causantes de marchitamientos y podredumbres en material
vegetal, tanto en hortalizas como en frutas frescas (King y Bolin, 1989). A esto hay que
afiadir la circunstancia de que la materia prima utilizada en la fabricacion de cremogenado de
melocotdn corresponde en su mayoria a frutos procedentes de excedentes y generalmente no
aptas para la comercializacion directa, lo que provoca que se procesen frutos con presencia de
partes podridas, que aunque suelen ser eliminados en la fase de seleccion, pueden contaminar
superficialmente otros frutos y de esta forma pasar al proceso industrial. Sin embargo hay que
senalar que Pseudomonas sp. no crece a pH igual o inferior 5,3 (Labadie ef al., 1975; Bem et
al., 1976), por lo que su presencia en el cremogenado de melocoton debe ser considerada
como meramente ocasional, ya que los valores del pH de las muestras de cremogenado de
melocoton, como se ha indicado anteriormente, son mucho mas bajos.

4.2.3 Cocos Gram +

Este grupo de bacterias ha presentado un comportamiento similar al de los bacilos
Gram + esporulados, si bien su incidencia ha sido menor, presentandose en el 21,4% de las
muestras de fruta tamizada y en el 7,7% de las muestras de producto acabado (Tabla 5-11).

El género mas frecuentemente aislado dentro de este grupo ha sido Micrococcus, y,
concretamente, la especie Micrococcus luteus. También se han aislado especies del género
Leuconostoc (Tabla 5-12).

La menor incidencia de este grupo en las muestras de producto acabado con respecto
a las de fruta tamizada debe atribuirse, analogamente a lo ya expuesto para los bacilos Gram
+ esporulados, no so6lo al tratamiento térmico, sino también a las condiciones de pH y a,, del
medio, ya que por ejemplo, la especie mas frecuente, Micrococcus luteus, no crece a ay
inferior a 0,93. Estas condiciones adversas deben interferir en sus procesos vitales hasta el
punto de hacerla mas vulnerable al tratamiento térmico de pasteurizacion.
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4.2 .4 Bacterias lacticas

Ha sido el grupo bacteriano mas homogéneo, dado que se han presentado en el mayor
numero de muestras, aunque sus recuentos han sido muy bajos. Hay que sefialar que dentro
de este grupo los aislamientos de formas cocaceas han sido numéricamente superiores a las
bacilares (Tabla 5-11). Unicamente en el 21,7 % de las muestras de producto acabado se ha
detectado presencia de lactobacilos no detectdndose en las muestras de fruta triturada ni en
las de producto alterado. En cambio, las bacterias lacticas con forma de cocos se han
detectado en el 90 % de las muestras de fruta triturada, en el 95,7 % de las de producto
acabado y en el 100 % de las muestras de producto alterado. Estos resultados son
completamente l6gicos pues las bacterias lacticas, procedentes del material de partida, son
capaces de sobrevivir y desarrollarse en unas condiciones de pH y acidez tan particulares
como las que presenta el cremogenado de melocoton (Muller, 1981).

En una poblacion mixta la acidez puede actuar como agente selector de un
componente de la poblacién inicial que sea particularmente tolerante. Las levaduras y las
bacterias lacticas resultan a menudo seleccionadas por efecto de los bajos valores de pH. Asi,
en zumos de frutas no concentrados, almacenados a temperaturas bajas, suelen predominar
fermentaciones dacidas debidas a Leuconostoc sp. Por norma general las bacterias
responsables del deterioro de alimentos acidos (pH menor de 4,5) son todas Gram +, y
principalmente bacterias lacticas (Corlett y Brown, 1983).

4.3 Mohos

Los mohos se han clasificado hasta el nivel de género, siguiendo las claves de las
principales monografias especializadas en la materia (ver apartado de Material y métodos).

En la Tabla 5-11 se muestra la incidencia de mohos en los distintos productos de
cremogenado de melocoton estudiados.

Los mohos han tenido una incidencia moderadamente importante en la fruta triturada,
estando presentes en un 14,3 % de las muestras. Sin embargo, han experimentado un notable
incremento en el producto acabado, detectandose en casi la mitad de estas muestras (48,7 %).
En el producto alterado no se detect6 presencia alguna de mohos.

La identificacion de los mohos se ha realizado segin se describe en el apartado de
Material y métodos. Se han analizado 60 aislamientos procedentes de las muestras de fruta
tamizada y producto acabado. Los resultados han permitido agrupar los aislamientos en los 6
géneros siguientes: Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Alternaria, Fusarium 'y
Trichoderma. El resto de mohos que no han sido identificados como ninguno de los géneros
anteriores se han reunido en un grupo denominado "Otros" (Tabla 5-12).

Los resultados obtenidos tras realizar las pruebas de identificacion revelaron una
notable diversidad de géneros. La distribucion de las cepas encontradas muestra importantes
diferencias entre los aislamientos procedentes de la fruta triturada y los del producto acabado.

La mayoria de las cepas aisladas de fruta triturada pertenecen a mohos tipicos de
campo, procedentes del fruto y sin apenas importancia desde el punto de vista de las
alteraciones alimentarias.

El género mas frecuentemente aislado en el producto acabado es Penicillium, que ha
supuesto el 42 % de los aislamientos de mohos en este producto. Esto contrasta claramente
con los resultados obtenidos para fruta triturada, donde no se ha identificado ninguna cepa del
género Penicillium. Otros géneros encontrados en este producto, aunque en menor cantidad,
han sido Aspergillus (17 %), Fusarium (15 %) y Cladosporium (13 %).

En las muestras de cremogenado de melocoton alteradas que se han estudiado no se
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ha detectado la presencia de mohos.

Los mohos son organismos eminentemente aerobios cuyo pH optimo de crecimiento
es ligeramente acido, y son capaces de crecer a valores de actividad de agua relativamente
reducidos (Baird y Kooiman, 1985). Estas caracteristicas les permiten adaptarse
adecuadamente a las condiciones de habitat que ofrece el cremogenado de melocoton, aunque
su metabolismo estrictamente aerobio limita su crecimiento en profundidad, por lo que
manifiestan un buen crecimiento unicamente en la superficie del producto. Los géneros
Penicillium y Aspergillus se caracterizan por ser capaces de crecer a altas concentraciones de
azucares disueltos y bajos valores de pH, destacando Penicillium italicum que puede crecer a
pH de hasta 1,9 (Kooiman, 1977).

En trabajos realizados por algunos investigadores se citan a estos dos géneros como
los més abundantes en productos derivados de frutas. Asi pues, Dragoni y Comi (1985)
aislaron cuatro especies fingicas en zumos de fruta producidos industrialmente: Aspergillus
fumigatus, Penicillium expansum, Byssochlamys fulva y Byssochlamys nivea. En este mismo
estudio los géneros Penicillium y Aspergillus estuvieron presentes en el 23 % de las muestras.
Turtura et al. (1988) también aislaron principalmente especies de los géneros Aspergillus y
Penicillium (el 65,26 % de las cepas de mohos aisladas) en productos derivados de fruta
(zumos, pulpas y néctares), y afirman que el indice de contaminaciéon por mohos de los
zumos y pulpas de melocoton ascendian al 64,51 % de las muestras. Los autores de ambos
trabajos coinciden al afirmar que el género Aspergillus fue el que presentd una mayor
incidencia en zumos y pulpas de melocoton.

La presencia de mohos en el producto acabado indica, normalmente, la utilizacion de
materia prima muy contaminada, lo que impide que la poblacioén inicial sea totalmente
eliminada por los tratamientos térmicos que se realizan durante la elaboracion del
cremogenado, o también puede ser debida a contaminaciones durante el proceso productivo
(Dragoni y Comi, 1985).

4.4 Levaduras

Se han identificado un total de 24 cepas de levaduras siguiendo las claves propuestas
por Deak y Beuchat (1987) y las caracteristicas recogidas por Kreger-van Rij (1984).

Las levaduras, tal y como se muestra en la Tabla 5-11 y en la Tabla 5-12, son muy
poco importantes numéricamente en la fruta triturada. Se han detectado inicamente en el 14,3
% de las muestras, aislandose 2 cepas, que tras las pruebas identificativas se han clasificado
como pertenecientes a las especies Criptococcus laurentii y Kloeckera apiculata. Tras los
tratamientos térmicos realizados durante la elaboracion del cremogenado, la poblacion de
levaduras ha sufrido un fuerte retroceso, por lo que en el producto acabado tan solo se han
detectado en el 5 % de las muestras. Se han aislado un total de 12 cepas pertenecientes a las
especies Saccharomyces cerevisiae, Candida kefir y Candida coliculosa. Destaca el hecho de
que 8 de las 12 cepas aisladas han sido identificadas como Candida kefir (Tabla 5-12).

En las muestras de producto alterado, las levaduras han estado presentes en el 100 %
de las muestras y las 10 cepas aisladas han sido identificadas como pertenecientes a las
especies Candida magnoliae, Saccharomyces cerevisiae y Kloeckera apiculata. La levadura
mayoritaria ha sido Saccharomyces cerevisiae, de la que se han identificado 7 cepas.

La presencia de levaduras en el cremogenado de melocoton era presumible ya que,
ademas de formar parte de la microflora natural de las frutas (Deak y Beuchat, 1987; Torok y
King, 1991a), son microorganismos que se adaptan con facilidad a los medios 4cidos y crecen
bien por debajo de valores de pH 4. Son citadas por algunos autores (Corlett y Brown, 1983)
como los microorganismos mas marcadamente acido-tolerantes que se han encontrado en
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alimentos. Como ejemplo mencionar que puede crecer a valores de pH de 2,35 y algunas
especies de Saccharomyces pueden hacerlo a pH de hasta 1,5.

Todas las especies que se han aislado en el presente trabajo se encuentran dentro de la
relacion de levaduras que componen la poblacion habitual de bebidas no alcohdlicas,
integrada por unas 60 6 70 especies diferentes (Sand y Grizsven, 1976; Beuchat, 1978; Berry,
1979). En un estudio sobre la microbiologia de zumos y néctares de frutas, Dragoni y Comi
(1985) obtuvieron recuentos de levaduras inferiores a 10° pfc/ml en el 40 % de las muestras,
y aislaron 17 especies distintas pertenecientes a 9 géneros. Las especies mas representativas
fueron: Kloeckera apiculata, Pichia etchelsii, Torulopsis candida, Torulopsis haemulonii y
Candida guilliermondii. Sin embargo, no detectaron la presencia de Saccharomyces
cerevisiae, mientras que por otros autores es citada como una de las especies mads
frecuentemente aislada en frutas (Torok y King, 1991a), y en zumos y concentrados de frutas
(Turtura et al., 1988; Deak y Beuchat, 1993).

5 Microflora potencialmente alterante del cremogenado

Las bacterias que pueden presentar una aptitud idonea para desarrollarse con los
valores de pH que presentan las muestras de cremogenado de melocoton analizadas son muy
pocas; tan soOlo las bacterias lacticas pueden considerarse capaces de sobrevivir y
desarrollarse en tales condiciones (Corlett y Brown, 1983). Su preferencia por medios con pH
acidos, su facultad para desarrollarse de forma satisfactoria en ausencia de aire (soportan bien
concentraciones de oxigeno disuelto como las que se presentan en los tanques de
almacenamiento de cremogenado) y la existencia de especies psicrofilas que crecen bien a
temperaturas bajas (Kooiman, 1977), convierte a las bacterias lacticas en potenciales
alterantes de zumos y cremogenados (Vaughn et al., 1957).

Los resultados del andlisis de las 5 muestras de producto alterado (Tabla 5-11)
parecen confirmar lo dicho anteriormente, ya que no se ha detectado la presencia en estas
muestras de bacilos esporulados ni de cocos Gram positivos y, sin embargo, si se ha
confirmado la presencia de bacterias lacticas en el 100% de las muestras. Esto podria llevar a
considerar que estas bacterias pueden ser las responsables de la alteracion del cremogenado.
No obstante, un estudio mas detallado de las muestras hace descartar esta suposicion debido a
que aunque las bacterias lacticas son productoras de alteraciones, su bajo nimero presente
imposibilita que sean capaces de producir las alteraciones suficientes como para destruir
completamente la estructura del cremogenado en las condiciones normales de
almacenamiento.

Los mohos, principalmente los pertenecientes a los géneros Aspergillus y Penicillium,
también son microorganismos capaces de alterar un producto como el cremogenado de
melocoton. De los resultados obtenidos en los recuentos y las identificaciones se desprende
una presencia relativamente elevada de mohos en las muestras de producto acabado. Sin
embargo, su caracteristica general de ser microorganismos con un metabolismo
eminentemente aerobio, unido a las técnicas utilizadas en el proceso de elaboracion del
cremogenado, durante el cual el producto es desaireado, y a la forma de almacenamiento del
producto, en atmosfera de nitrogeno, que impiden su crecimiento, obligan a descartar a los
mohos como posibles causantes de alteraciones graves en cremogenado de melocoton.
Ademéds, la ausencia de mohos en la totalidad de las muestras de producto alterado
estudiadas, apoya la teoria de que los mohos no constituyen un riesgo serio como grupo
potencialmente alterante del cremogenado de melocoton.

De la bibliografia se deduce que las levaduras son los microorganismos mas
adaptados para desarrollarse en las condiciones que presentan los zumos y derivados de fruta,
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y por lo tanto también son citadas como los principales alterantes de estos productos (Muller,
1981; Beuchat, 1982a; Corlett y Brown, 1983).

Los recuentos de levaduras obtenidos en las muestras de cremogenado de melocoton
alterado han sido en todos los casos superiores a 10" pfc/g, valores mucho mas elevados que
los encontrados en fruta triturada y producto acabado.

La poblacion microbiana de estas muestras de producto alterado ha estado dominada
por la presencia de levaduras, especialmente de Saccharomyces cerevisiae, lo que concuerda
con la hipdtesis planteada por Corlett y Brown (1983) de que en los alimentos acidos, las
levaduras que se encuentran dentro de una poblacién microbiana heterogénea, acaba por
desplazar a las bacterias.

Los resultados de los aislamientos obtenidos en las muestras de cremogenado alterado
demuestran claramente que la alteracion del cremogenado estd ocasionada por levaduras, sin
embargo resulta dificil determinar donde se encuentra el origen de dicha alteracion ya que las
levaduras aisladas (Saccharomyces cerevisiae principalmente) pueden proceder del medio
ambiente (Turtura y Massa, 1987), de los frutos utilizados en la elaboracion del cremogenado
(Walker y Ayres, 1970), o de cualquier otro material vegetal (Turtura y Samaja, 1978), por lo
que las posibles causas de la alteracion pueden ser numerosas. Saccharomyces cerevisiae €s
una especie especialmente relacionada con alteraciones en productos derivados de frutas,
especialmente zumos y cremogenados (Stecchini y Beuchat, 1985; Jermini et al., 1987; Deak
y Beuchat, 1987). Algunos autores (Turtura y Massa, 1987; Turtura et al., 1988) tras
investigar diversos casos de alteracion de zumos de fruta envasada en "tetra brick", afirman
que Saccharomyces cerevisiae es la responsable directa de alteraciones producidas en
néctares de naranja, asi como en zumos y pulpas de pera y de melocoton. Esta levadura
fermenta la glucosa, la maltosa y la sacarosa de los zumos y cremogenados produciendo
alcohol y CO, que provocaba el hinchamiento de los recipientes que los contienen. Deak y
Beuchat (1993) detectaron la presencia de Saccharomyces cerevisiae en el 100 % de las
muestras de zumo de naranja alterado que estudiaron.

La mencionada aptitud de Saccharomyces cerevisiae para desarrollarse en las
condiciones de habitat que presenta el cremogenado de melocotdn, junto con su relativamente
elevada termorresistencia (Put y De Jong, 1980) hacen que sea una de las especies con un
potencial alterante mas alto.

6 Confirmacion del caracter potencialmente alterante de las levaduras

Con el fin de confirmar el cardcter alterante de las levaduras aisladas en las muestras
de cremogenado estudiadas se realiz6 la experiencia descrita con detalle en Material y
Métodos (apartado). Se ensayaron cada una de las 24 cepas de levadura previamente aisladas
e identificadas (Tabla 5-12). Para ello se inocul6 cremogenado de melocoton estéril con cada
una de las distintas cepas de levadura y se incubaron a 2 °C y 28 °C durante 45 dias.

Las tablas siguientes muestran los resultados obtenidos a las temperaturas de
incubacion de 2 °C y 28 °C respectivamente.
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Dias de incubacion

Cepa 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Candida kefir

15 - - + + + + + +

16 - - + + + + + +

19 - - + + + + ++ ++

24 - - + + + + + +

25 - - - + ++ ++ ++

31 - - + + + + + +

37 - - - - + + + +

38 - - + + + + + + +
Kloeckera apiculata

51 - - + + + + +

203 - - - - - + + + +

206 - - - - -
Criptococcus laurentii

86 - - - - - - - - -
Candida magnoliae

91 - - - - - - - - -
Saccharomyces cerevisiae

26 - - + + ++ ++ ++ ++ ++

27 - - - - - + + + +

92 - - - - - - - - -

99 - - + ++ ++ ++ ++ ++ ++

100 - - ++ ++ ++ ++ ++

201 - - - - ++ ++ ++ ++ ++

202 - - + ++ ++ ++ ++ ++ ++

204 - - -

205 - - + ++ ++ ++
Candida coliculosa

215 - - - + ++ ++ ++ ++

216 - - - + ++ ++ ++ ++

Resultados de la prueba confirmativa del caracter alterante de las levaduras incubadas a 2 °C.
- ausencia de gas.
resultado variable.
+ presencia de gas en las campanas Durham pero con ausencia de burbujas visibles en el
cremogenado.
++ produccion vigorosa de gas con formacion de burbujas visibles en el cremogenado.
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Dias de incubacion

Cepa 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Candida kefir
15 - + + + + + +
16 + + + + + +
19 + + + ++ ++ ++ ++ ++
24 ++ ++ ++ ++ ++
25 ++ ++ ++ ++ ++
31 - + + + + + +
37 - + + ++ ++ ++ ++ ++
38 - + ++ ++ ++ ++ ++
Kloeckera apiculata
51 - + + + ++ ++
203 - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
206 + + ++ ++ ++
Criptococcus laurentii
86 - - - - - - - - -
Candida magnoliae
91 - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Saccharomyces cerevisiae
26 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
27 + + + + + + + + +
92 + ++ ++ ++ ++ ++
99 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
100 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
201 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
202 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
204 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
205 + + + + ++ ++ ++ ++ ++
Candida coliculosa
215 + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
216 + ++ ++ ++ ++ ++

Resultados de la prueba confirmativa del caracter alterante de las levaduras incubadas a 28°C.

- ausencia de gas.

resultado variable.

+ presencia de gas en las campanas Durham pero con ausencia de burbujas visibles en el cremogenado.
++ produccion vigorosa de gas con formacion de burbujas visibles en el cremogenado.

De los resultados se deduce que las cepas de Saccharomyces cerevisiae han sido las
que han fermentado el cremogenado de forma mas rapida y vigorosa, con una gran
produccion de CO, que ha provocado la formacion de burbujas visibles en el seno del
cremogenado. A los 25 dias de incubacion a 2 °C la mayoria de estas cepas han presentado
una fermentacion vigorosa y al finalizar el periodo de incubacién (45 dias) todas las cepas de
Saccharomyces cerevisiae, salvo la cepa 92, han mostrado capacidad para fermentar el
cremogenado. Como era previsible, la fermentacion del cremogenado por estas mismas cepas
se ha producido de forma mucho mas rapida al ser incubadas a 28 °C. En este caso, a los 5
dias de incubacion ya se apreciaba fermentacion vigorosa, con formacion de burbujas visibles
en el seno del cremogenado, en algunas de las cepas, y a los 10 dias de incubacion la mayoria
de las cepas de Saccharomyces cerevisiae presentaban este aspecto y en todas ellas se
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apreciaba produccion de gas. Otras especies como Candida kefir también han producido
fermentaciones, con produccion de CO,, pero de forma mdas débil y mas lenta que
Saccharomyces cerevisiae, si bien hay que sefialar el hecho de que todas las cepas de esta
especie fueron capaces de fermentar el cremogenado tanto a 2 °C como a 28 °C. Las cepas de
Kloeckera apiculata han presentado, en lineas generales, un comportamiento similar al de
Candida kefir, siendo capaces de fermentar el cremogenado de melocotén en todos los casos,
aunque a la temperatura de 2 °C el inicio de la fermentacion ha sido mas tardio, ya que dos de
las tres cepas de esta especie no han mostrado signos de fermentacion hasta los 30 dias de
incubacion. Candida magnoliae no ha producido ninguna alteracion a 2 °C, sin embargo a 28
°C se ha observado una fermentacion bastante rapida de forma que a los 10 dias de
incubacion ya se advertia produccion de gas, acumulado en las campanas Durham, y a los 15
dias la fermentacion era vigorosa con formacion de burbujas visibles de gas en el seno del
cremogenado.

Las dos cepas de Candida coliculosa estudiadas también han resultado poseer una alta
capacidad para fermentar el cremogenado. Asi, a 2 °C se observaron signos de alteracion a los
20 dias, y a 28 °C la alteracion se adelant6 a los 5 dias. En las pruebas realizadas con
Criptococcus laurentii no se ha observado la alteracion del cremogenado de melocoton en
ninguna de las dos temperaturas ensayadas.

La temperatura ha tenido una clara influencia sobre la velocidad con que las levaduras
ensayadas han fermentado el cremogenado. Se ha observado que a 2 °C se produce un retardo
en el inicio de la alteracion para todas la cepas ensayadas. Asi, en la prueba realizada a 2 °C
en ninguna de las cepas ensayadas se han observado signos de alteracion antes de los 15 de
incubacioén, mientras que las mismas cepas incubadas a 28 °C, a los 5 dias ya habian
fermentado el cremogenado con gran produccion de CO, y la formacion de burbujas en el
medio de cultivo.

Si se considera que la unica especie que se ha aislado de todas las muestras de
cremogenado alterado ha sido Saccharomyces cerevisiae y que esta especie ha sido la que ha
mostrado una mayor capacidad de fermentacion de todas las ensayadas, se puede afirmar que
esta especie es la que supone un mayor riesgo como posible alterante de cremogenado de
melocoton.

7 Cinéticas de crecimiento de saccharomyces cerevisiae durante el almacenamiento de
cremogenado de melocoton

Puesto que los resultados han sefialado a la especie Saccharomyces cerevisiae como el
microorganismo con un potencial alterante més elevado de cuantos se han aislado en
cremogenado de melocotdn, se ha querido estudiar el comportamiento de esta especie durante
el almacenamiento del cremogenado. Para ello se ha realizado la experiencia descrita en
Material y Métodos (2.3.7.6), y se han analizado los tres parametros siguientes:

- Crecimiento de las levaduras mediante recuento de viables.

- Variacion del contenido de azticares en el cremogenado.

- Evolucién del pH del cremogenado.

Para la realizaciéon de esta prueba se han seleccionado tres de las cepas de
Saccharomyces cerevisiae que han demostrado una mayor capacidad de fermentacion del
cremogenado.

7.1 Identificacion de las cepas de levadura utilizadas

Para confirmar la identificacion de las tres cepas seleccionadas, previamente
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identificadas en nuestro laboratorio como Saccharomyces cerevisiae, se han enviado a los
laboratorios Centraalbureau voor Schimmelcultures de Delft, Holanda.

Los resultados de los analisis han confirmado que las tres cepas pertenecen a la
especie Saccharomyces cerevisiae Meyen ex Hansen.

7.2 Modelizacion del crecimiento de Saccharomyces cerevisiae

Con el fin de modelizar las curvas de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en
cremogenado de melocoton se han ajustado los valores experimentales de los recuentos de
viables obtenidos mediante el seguimiento de la poblacion durante 140 dias de incubacion, a
la ecuacion de Gompertz. En el caso de la cepa 204 inoculada con una concentracion inicial
de 1000 microorganismos/ml e incubada a una temperatura de 15 °C, el seguimiento del
crecimiento solamente se ha realizado durante 56 dias de incubacién ya que su crecimiento ha
sido muy rapido, alcanzando en tan solo 7 dias de incubacion densidades de poblacion del
orden de 10° pfe/ml.

De la Figura 5-13 a la Figura 5-24 se relacionan las distintas curvas de crecimiento
para cada una de las tres cepas de levadura, en las diferentes condiciones de concentracion
inicial de microorganismos y temperatura de incubacion estudiadas.

Figura 5-13
Figura 5-14
Figura 5-15
Figura 5-16
Figura 5-17
Figura 5-18
Figura 5-19
Figura 5-20
Figura 5-21
Figura 5-22
Figura 5-23
Figura 5-24

En la Tabla siguiente se relacionan los parametros cinéticos C, B y M de la ecuacioén
de Gompertz que se han obtenido al ajustar los mencionados valores experimentales de los
recuentos de viables para el crecimiento de las tres cepas de Saccharomyces cerevisiae
estudiadas. El cuarto parametro, A, de esta ecuacion corresponde al logaritmo de la
concentracion inicial de microorganismos. Este parametro ha quedado previamente
predeterminado, ya que en todas las pruebas realizadas con las cepas de levadura ensayadas,
el cremogenado de melocotdn ha sido inoculado hasta obtener concentraciones iniciales de 10
y 1000 microorganismos/ml.
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Cepa T Numero Parametros de r

(°C)  inicial de Gompertz
microorganismos/ml
A C B M
26 5 10 1 5,320,13 0,370,04 4,690,19 0,9852
26 5 1000 3 3,350,17 0,660,23 2,804, 0,9828
26 15 10 1 6,200,09 2904 0,41 0,04 0,9508
26 15 1000 3 4,770,09 3,104 0,30,3 0,9768
99 5 10 1 5,180,13 0,44 0,06 3,540,23 0,9649
99 5 1000 3 2,970,09 0,560,12 2,60,3 0,9167
99 15 10 1 6,510,09 190,3 0,55 0,05 0,9677
99 15 1000 3 4,650,06 2,603 0,43 0,03 0,9880
204 5 10 1 6,4 0,1 0,910,13 1,450,13 0,9624
204 5 1000 3 4,390,07 0,830,111 1,190,13 10,9594
204 15 10 1 6,21 0,06 2,390,25 0,49 0,03 0,9808
204 15 1000 3 5,020,15 3,70,5 0,38 0,03 0,9881

Parametros de la ecuacion de Gompertz para el crecimiento de tres cepas de Saccharomyces cerevisiae
cultivadas en cremogenado de melocotdn a distintas temperaturas y concentraciones iniciales de
microorganismos.
A =logaritmo decimal del nimero de microorganismos inicial log(pfc/ml).
C = logaritmo decimal del incremento final de microorganismos log(pfc/ml).
M = tiempo al cual el cultivo alcanza su maximo ratio de crecimiento semanas.
B =ratio de crecimiento relativo a M log(pfc/ml)/semanas.

En todos los casos tanto los ajustes como los estimados de los parametros de la
ecuacion de Gompertz han resultado significativos en un nivel de confianza del 95%. Los
coeficientes de determinacion (1*) de los ajustes han sido, en todos los casos, superiores a
0,950, salvo cuando la cepa 99 con una concentracion inicial de 1000 microorganismos/ml ha
sido incubada a 5 °C, donde el coeficiente de determinacion obtenido ha sido ligeramente
inferior con un valor de 0,916.

En general, se ha observado en todas las cepas, independientemente de la
concentracion inicial de microorganismos, una marcada influencia de la temperatura de
incubacion sobre la forma de las curvas de crecimiento. Esta influencia se hace especialmente
patente sobre los parametros B (ratio de crecimiento relativo méximo) y M (tiempo al cual se
alcanza el ratio de crecimiento maximo) de la ecuacion de Gompertz, si bien el resultado es
claramente distinto en cada uno de ellos de forma que mientras B aumenta con la temperatura
de incubacion, M disminuye. En algunos casos, el ratio de crecimiento relativo maximo, B,
puede llegar a aumentar hasta 8 veces cuando la temperatura de incubacion pasa de 5 °C a 15
°C, manteniendo inalteradas el resto de condiciones. Por su parte el tiempo necesario para
alcanzar dicho ratio, M, puede llegar a disminuir mas de 11 veces con la misma variacion de
temperatura.

Se ha observado que la concentracion inicial de microorganismos también ejerce una
cierta influencia sobre los pardmetros B y M de la curva de crecimiento en el mismo sentido
que la temperatura, aunque su efecto es mucho mas débil. A excepcion de la cepa 204 cuando
ha sido incubada a 5 °C, en todas las demads pruebas, el parametro B aumenta al aumentar la
concentracion inicial de microorganismos, aunque este aumento nunca llega a ser superior a
1,8 veces. El parametro M disminuye en todos los casos al aumentar la concentracion inicial
de microorganismos, pero, como ocurre con parametro B, nunca llega a disminuir mas de 1,8
veces.
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Con el fin de ampliar el conocimiento acerca de las curvas de crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae, en la tabla siguiente se muestran los siguientes valores cinéticos
derivados de los pardmetros de la ecuacion de Gompertz: ratio de crecimiento exponencial
(RCE), tiempo de generacion (TG), densidad méaxima de poblacion (DMGQG) y fase de latencia
(FL). Ademas se ha evaluado, la influencia de la temperatura y de la carga microbiana inicial
en el grado de desarrollo de las levaduras y, por tanto en el nivel de alteracion del
cremogenado de melocoton.

Cepa T Nimero RCE TG FL DMP
°O) inicial de [log (semanas) (semanas) [log(pfc/ml)]
microorganismos/ml (pfc/ml)/semanas]
26 5 10 0,7206 0,4177 1,9680 6,3240
26 5 1000 0,7971 0,3776 1,2808 6,3532
26 15 10 6,6551 0,0452 0,0722 7,1965
26 15 1000 5,5107 0,0546 0,0355 7,7740
99 5 10 0,8406 0,3581 1,2693 6,1807
99 5 1000 0,6109 0,4928 0,8598 5,9733
99 15 10 4,4456 0,0677 0,0120 7,5093
99 15 1000 4,4625 0,0675 0,0464 7,6509
204 5 10 2,1370 0,1409 0,3545 7,3844
204 5 1000 1,3427 0,2242 -0,0175 7,3922
204 15 10 5,4645 0,0551 0,0759 7,2095
204 15 1000 6,7619 0,0445 0,1084 8,0231

Valores cinéticos de crecimiento derivados de los parametros de la ecuacion de Gompertz para el crecimiento de
tres cepas de Saccharomyces cerevisiae cultivadas en cremogenado de melocoton a distintas temperaturas y
concentraciones iniciales.

RCE: ratio de crecimiento exponencial = BC/e [log (pfc/ml)/semanas].
TG: tiempo de generacion = (log 2)e/BC [semanas].

FL: fase de latencia = M-(1/B) [semanas].

DMP: densidad maxima de poblacién = A + C [log (pfc/ml)].

Un andlisis comparativo mas detallado de las curvas de crecimiento y de sus
pardmetros permite visualizar de forma clara y concisa la influencia que la temperatura ejerce
sobre el crecimiento de esta especie. Resulta facil observar las diferentes formas que
presentan las curvas de crecimiento cuando, para una misma concentracion inicial de
microorganismos, la misma cepa ha sido incubadaa 5°Cya 15 °C.

Cuando la temperatura de incubacion es de 5 °C la curva de crecimiento presenta una
forma tipica, con una fase de latencia, de duracion variable en funcidn de la cepa, seguida de
una fase de crecimiento exponencial que se prolonga durante varias semanas hasta que se
alcanza la densidad maxima de poblacion (DMP). A partir de entonces, el crecimiento entra
en una fase estacionaria durante la cual la poblacion de levaduras se mantiene estable o, en
algunos casos desciende ligeramente. Por el contrario, cuando la temperatura de incubacion
aumenta a 15 °C, manteniendo el resto de condiciones inalteradas, la curva de crecimiento
cambia considerablemente su aspecto y sus parametros cinéticos. La duracion de la fase de
latencia se reduce notablemente, llegando a pasar de una duracién superior a una semana,
para una temperatura de incubacion de 5 °C, a tan solo algunas horas cuando la temperatura
de incubacion aumenta hasta los 15 °C. La fase de crecimiento exponencial tiene una
duracion mucho mas reducida, y la curva presenta una pendiente mucho mas acusada, de
forma que el tiempo que tarda en alcanzarse la densidad de poblacién méaxima se reduce de
forma espectacular.
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Al analizar la influencia de la temperatura sobre cada uno de los parametros derivados
de la ecuacion de Gompertz se observa que es similar en las tres cepas de Saccharomyces
cerevisiae ensayadas. Asi, el ratio de crecimiento exponencial (RCE) ha resultado ser siempre
mucho mayor cuando la temperatura de incubacién es de 15 °C (casi 10 veces mayor en el
caso de la cepa 26, con una concentracion inicial de 10 microorganismos/ml). El tiempo de
generacion (TG) también se ha visto influenciado por la temperatura, de manera que en todas
las experiencias realizadas a 15 °C ha tomado valores notablemente inferiores a aquellos que
se han alcanzado a 5 °C. El caso mas notable se ha dado también para la cepa 26 a una
concentracion inicial de 10 microorganismos/ml, con un tiempo de generacion a 5°C de 0,417
semanas (casi 3 dias), frente a un tiempo de generacion de 0,0452 semanas (apenas siete
horas y media) para una temperatura de incubacién de 15 °C. La densidad maxima de
poblacién también se ha visto afectada por la temperatura, de modo que la concentracién
final de la levadura que se alcanza en cremogenado aumenta siempre al aumentar la
temperatura. En algunos casos estas concentraciones han variado, para una misma cepa y
concentracion inicial, desde 107 6 9,4-10° hasta 10™% 6 4,4.10° pfc/ml. Pero el parametro
sobre el que la influencia de la temperatura ha sido mas sobresaliente ha sido la fase de
latencia (FL), cuya duraciéon se ha visto reducida, en algunos casos, en mas de 100 veces,
pasando de durar 1,269 semanas (casi 9 dias) a 0,012 semanas (apenas 2 horas).

La influencia de la concentracion inicial sobre el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae ha resultado mucho menos evidente que la de la temperatura, no obstante se han
observado algunas tendencias de tipo general influidas por esta variable. Si bien el pardmetro
B de la ecuacion de Gompertz ha presentado siempre valores mayores a mayor concentracion
inicial de microorganismos, salvo para la cepa 204 incubada a 5 °C, esta diferencia no ha sido
nunca superior en 1,8 veces. Esto indica que el crecimiento ha sido mas rapido cuando la
concentracion inicial es mayor. El tiempo que tarda una poblacion en alcanzar su maximo
ratio de crecimiento, parametro M de la ecuacion de Gompertz, ha seguido una relacion
inversa con la concentracion, tomando valores menores a mayores concentraciones iniciales.

Al contrario de lo observado en los parametros de la ecuacion de Gompertz, no se ha
observado una influencia clara de la concentracion inicial de microorganismos, por lo que no
es posible aseverar de forma concluyente su efecto sobre el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae.

Al comparar el comportamiento de las tres cepas entre si no es posible afirmar que
existan diferencias entre el crecimiento de cada una de ellas, ya que tanto las curvas de
crecimiento, como los parametros cinéticos derivados han dado resultados similares para
todas ellas.

7.3 Variacion del contenido en solidos solubles y del pH

El crecimiento de microorganismos, como las levaduras, en cremogenados de
melocotén, produce alteraciones en su composicion y caracteristicas organolépticas que
deprecian su calidad. Una de las principales alteraciones que tienen lugar como consecuencia
del desarrollo de levaduras es la producciéon de CO, y alcohol como resultado de la
fermentacion de los azlicares.

Con el fin de evaluar el alcance de estas alteraciones y de establecer una relacion
entre la dindmica poblacional de las levaduras y el consumo de los azlcares por parte de
¢stas, se ha estudiado la forma y los parametros cinéticos de las curvas de crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae, y también se ha realizado un seguimiento de la evolucion del
contenido en solidos solubles y del pH del cremogenado. Con este fin, se han llevado a cabo
experiencias inoculando cultivos puros de Saccharomyces cerevisiae en cremogenado de
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melocoton y, simultaneamente a los recuentos microbianos, se han tomado medidas del pH y
del contenido de azlcares.

Los resultados obtenidos se reflejan en las figuras que se incluyen en este apartado
(Figura 5-25 a la Figura 5-36), donde se representa la evolucion de la poblacion microbiana,
del pH y del contenido en azucares frente al tiempo, para cada una de las tres cepas de
Saccharomyces cerevisiae. Estas experiencias se han llevado a cabo bajo diferentes
condiciones de temperatura y concentraciones iniciales de microorganismos.

Figura 5-25
Figura 5-26
Figura 5-27
Figura 5-28
Figura 5-29
Figura 5-30
Figura 5-31
Figura 5-32
Figura 5-33
Figura 5-34
Figura 5-35
Figura 5-36

En general, del analisis de estas figuras, resulta que las tres cepas presentan
comportamientos bastante similares cuando son incubadas bajo las mismas condiciones
experimentales.

El contenido en so6lidos solubles o azlicares presenta, en todos los casos, una
evolucion que se encuentra directamente relacionada con la curva de crecimiento de la cepa
de Saccharomyces cerevisiae correspondiente. Asi, cuanto mas rapido es el aumento de la
poblacién de levaduras, tanto mas rapido es el consumo de azlcares.

Al estar, pues, el contenido de azucares ligado al crecimiento de las levaduras, resulta
evidente que las variables temperatura y concentracion inicial de microorganismos influirdn
sobre la evolucion del contenido en azucares de una forma similar a como lo hace sobre la
poblacién microbiana. Es por esto que las curvas de contenido en azucares muestran formas
bien distintas en funcién de la temperatura a la que han sido realizadas las distintas
experiencias. Parece, sin embargo, que es necesario que se supere un cierto nivel de
poblacion minimo para que el contenido en azucares comience a reducirse de forma rapida.
Esto resulta mas patente al analizar los resultados obtenidos en las experiencias realizadas a 5
°C (ver figuras adjuntas en este apartado), donde es facil observar como durante los primeros
dias de incubacion el contenido en azlcares se mantiene casi constante, con un ligero
descenso, hasta que la concentracion de levaduras en el cremogenado alcanza unos valores
por encima de 10° pfe/ml, y es cuando se aproxima a 107 pfc/ml cuando la curva de contenido
en azlcares sufre un descenso realmente extraordinario.

Cuando el cremogenado de melocotén ha sido almacenado a 15 °C se observa, en
todos los casos, un rapido descenso del contenido en azlicares, hasta que se alcanza un valor
en torno a los 5 °Brix a partir del cual se mantiene constante hasta el final del tiempo de
almacenamiento. Este valor ha resultado ser el mismo para las tres cepas estudiadas, no
apreciandose reducciones por debajo de este valor en ninguna de las experiencias realizadas.
El tiempo empleado por las levaduras para reducir el contenido de azucares hasta este valor
ha oscilado entre los 15 y los 50 dias, seglin las distintas cepas.

La influencia de la concentracion inicial de microorganismos en la evolucion de los
azucares ha sido, al igual de lo que ocurria en las curvas de crecimiento, mucho menos
significativa, aunque si que se ha observado, especialmente en las experiencias realizadas a
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15 °C, que el contenido en azucares ha alcanzado su valor minimo con mayor rapidez en
aquellos casos en que la concentracion inicial era de 1000 pfc/ml.

El pH del cremogenado de melocoton apenas sufre modificacion alguna por el efecto
del crecimiento de las levaduras, manteniéndose practicamente constante durante todo el
periodo de almacenamiento, con pequefias oscilaciones en torno al valor inicial, pH 3,87, que
fluctian entre 3,6 y 4,1.

Al comparar las distintas cepas entre si, no se han observado diferencias apreciables
entre ellas, salvo en la cepa 204 cuando se ha incubado a 5 °C, que ha mostrado un consumo
mas rapido de los azucares contenidos en el cremogenado de melocoton que las otras dos
cepas. Esta cepa ha alcanzado el valor minimo de contenido en azticares a los 60-70 dias de
incubacién, mientras que las otras dos cepas lo han hecho al final del periodo de
almacenamiento (140 dias). La cepa 204 inoculada con una concentracion inicial de 1000
microorganismos/ml e incubada a una temperatura de 15 °C, ha presentado un crecimiento
muy rapido que se traduce en un descenso también rapido del contenido de azucares. Este
rapido crecimiento ha provocado una pronta estabilizacion de los distintos pardmetros objeto
de estudio, por lo que su seguimiento se ha realizado tan s6lo durante 56 dias de incubacion,
y no durante 140 dias como en el resto de las experiencias llevadas a cabo.

8 Cinéticas de destruccion térmica de Saccharomyces cerevisiae

Tal y como ya se ha sefialado, el cremogenado de melocoton es un producto altamente
susceptible de suftrir alteraciones microbioldgicas, especialmente debidas al desarrollo de
levaduras fermentadoras. El método mas utilizado por las industrias productoras de derivados
de frutas para evitar el posible desarrollo de estos microorganismos alterantes, y con ello sus
efectos perjudiciales, es la pasteurizacion del producto.

De acuerdo con los resultados obtenidos, es la especie Saccharomyces cerevisiae la
que presenta un potencial alterante mas alto en las condiciones normales de composicion y
almacenamiento que presenta el cremogenado.

Debido a las razones anteriores, y con el fin de determinar las cinéticas de destruccion
térmica del representante microbiano potencialmente mas alterante del cremogenado, se han
realizado una serie de experiencias de termorresistencia con las tres cepas de Saccharomyces
cerevisiae aisladas de cremogenado de melocoton que, en las pruebas de alteracion,
presentaron un potencial alterante mas alto.

8.1 Tiempo de reduccion decimal (Dt)

A partir de los resultados experimentales de los recuentos de supervivencia celular,
que se han obtenido después de los tratamientos térmicos realizados con las tres cepas de
Saccharomyces cerevisiae, se han calculado los distintos tiempos de reduccion decimal (D).
De forma general, se asume que las curvas de destruccion térmica siguen, con el tiempo, una
exponencial decreciente. Por consiguiente solamente la fase de destruccion exponencial
puede ser usada para determinar con exactitud el tiempo de destruccion térmica (Russel,
1971; King et al., 1979). En algunos de los experimentos que se han llevado a cabo durante
esta investigacion se ha observado que, durante los primeros momentos del tratamiento
térmico, las cepas de Saccharomyces cerevisiae ensayadas no han seguido una cinética de
primer orden, sino que las curvas de destruccion térmica han presentado trayectos con formas
de "hombros" o "colas". Este comportamiento puede ser debido a fendmenos de agregaciones
y desagregaciones celulares, tipicas en los tratamientos de células vegetativas, de tal forma
que la curva de supervivencia puede presentar diferentes pendientes antes de adquirir la
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cinética ideal de muerte o destruccidon térmica (Menegazzi y Ingledew, 1980; Tsang y
Ingledew, 1982).

A continuaciéon se exponen los resultados de los tiempos de reduccion decimal
obtenidos para cada una de las tres cepas de Saccharomyces cerevisiae. Los ajustes y los
pardmetros estimados de todas las regresiones que se han realizado han resultado
significativos con un nivel de confianza del 95 %.

8.1.1 Cepa 26

La Figura 5-37 y Figura 5-38 corresponden a los estudios realizados con la cepa 26 y
en ellas se representa el logaritmo de los valores experimentales de los recuentos de
supervivientes obtenidos para la inactivacion térmica frente al tiempo, asi como las rectas
resultantes del ajuste de dichos valores experimentales a una cinética de primer orden
linealizada. Estos estudios se han realizado a diferentes temperaturas de tratamiento y
utilizando como medio de tratamiento tampon Mcllvaine a pH 7 y 4. La Figura 5-39 muestra
los resultados obtenidos para la inactivacion térmica para la misma cepa utilizando
cremogenado de melocoton como menstruo de tratamiento.

En la tabla siguiente se detallan los parametros cinéticos resultantes de los ajustes de
los datos experimentales para la cepa 26, asi como los tiempos de reduccion decimal, o
valores Dy, para cada una de las temperaturas ensayadas en los distintos medios de
tratamiento. Como puede observarse en esta tabla, en todos los casos, el coeficiente de
determinacion (r*) ha sido superior a 0,95.

Medio de Temperatura de
tratamiento tratamiento (°C) A B r D (min)
58,1 3,95+0,07 0,315+0,015 0,996 3,17+0,15
Tampon 59,8 4,0+0,3 -1,00+ 0,17 0,965 1,00+ 0,17
McllvainepH 7 61,8 397+0,22 -2,8+0,4 0,959 0,36 £ 0,05
64,0 4,69+0,12 -10,3+1,0 0,976 0,097 + 0,009
58,0 4,01 £0,24 -0,23+0,04 0,946 4,4+0,7
Tampon 60,0 3,93+0,18 -0,86+0,09 0,980 1,16+ 0,12
Mcfivaine pH4 62,0 445+0,08 -46+04 0,985 0,220+ 0,019
64,0 4,4+0,3 -12,6 £2,0 0,961 0,080+ 0,013
58,0 3,48+0,13 -0,34+0,05 0,975 29+0,4
Cremogenado 59,9 3,50+0,18 -1,44+0,24 0,970 0,69 £0,12
de melocoton 62,0 395+0,22 -7,7+1,1 0,986 0,130+ 0,018
64,0 4,3+0,5 22+5 0,966 0,045+ 0,010

Parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los valores experimentales a las curvas de supervivencia (log
(supervivientes) = A + B t) para la cepa 26 de Saccharomyces cerevisiae para las diferentes temperaturas y

medios de tratamiento.

Los tiempos de reduccién decimal obtenidos en el rango de temperaturas estudiado
(58 - 64 °C) varian desde 0,045 min, en cremogenado de melocoton a 64 °C, hasta 4,4 min, en
tampon Mcllvaine pH 4 a 58 °C. Ademas, se observa que a temperaturas de tratamiento bajas
los tiempos de reduccion decimal son mayores cuando el tratamiento térmico se realiza en
tampon Mcllvaine pH 4 (4,4 min a 58 °C y 1,16 min a 60 °C), mientras que cuando el
tratamiento térmico se realiza en tampon Mcllvaine pH 7 los valores alcanzados son menores
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(3,17 min a 58,1 °C y 1,00 min a 59,8 °C). A temperaturas mas elevadas el efecto es contrario
siendo los tiempos de reduccion decimal mayores cuando el medio de tratamiento es menos
acido.

Los tiempos de reduccion decimal que se han alcanzado en cremogenado de
melocoton, han sido, para todas las temperaturas, inferiores a los obtenidos cuando el
tratamiento térmico se ha realizado en los tampones, lo cual indica que esta cepa ha resultado
menos termorresistente en cremogenado de melocoton que en los tampones a pH 7 y pH 4.
Esto puede deberse a un efecto del pH del medio de tratamiento, ya que el cremogenado de
melocoton (pH = 3,87) es el mas 4cido de los tres.

8.1.2 Cepa 99

En la tabla siguiente se muestran los parametros cinéticos de inactivacion térmica
resultantes de los ajustes de los datos experimentales para la cepa de Saccharomyces
cerevisiae, asi como los tiempos de reduccion decimal, o valores Dy, para cada una de las
temperaturas ensayadas en los distintos medios de tratamiento.

Medio de Temperatura de
tratamiento tratamiento (°C) A B r D (min)
58,2 4,61 £0,23 -0,52+0,08 0,974 1,9+0,3
Tampon 60,0 4,2+0,5 -0,76 £0,21 0,923 1,3+0,4
Mcllvaine pH 7 62,0 4,4+0,3 -4,1+0,9 0,979 0,24 + 0,05
63,8 4,9+0,3 -132+£2,3 0,968 0,076 £ 0,013
58,0 4,5+0,3 -0,49 £0,08 0,958 2,1+0,3
Tampon 60,0 437+0,23 -1,36+0,14 0,986 0,74 + 0,08
Mcllvaine pH 4 62,0 4,7+0,5 -6,0+1,7 0,972 0,17 +£0,05
64,1 49+0,3 21,8+23 0977 0,046 + 0,005
Cremogenado 58,1 42 +0,5 -1,3+0,3 0,953 0,77+ 0,18
de melocoton 59,9 42+0,7 32+1,2 0,914 0,31 +£0,12
62,0 5,0+£0,5 17+3 0,973 0,059 + 0,010

Parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los valores experimentales a las curvas de supervivencia (log
supervivientes = A + B t) para la cepa 99 de Saccharomyces cerevisiae para las diferentes temperaturas y
medios de tratamiento.

En este caso los coeficientes de determinacion han resultado superiores a 0,95 salvo
en los tratamientos realizados a 60 °C en tampon Mcllvaine a pH 7 y en cremogenado de
melocoton, donde ha tomado valores de 0,92 y 0,91 respectivamente.

Los tiempos de reduccion decimal han variado desde 0,046 min, cuando la cepa ha
sido tratada a 64 °C en tampdn pH 4, hasta 2,1 min, cuando el tratamiento ha sido realizado a
58 °C en el mismo medio. Al comparar los resultados obtenidos en los distintos tratamientos
con los tampones se observa que, a excepcion de los tratamientos realizados a la temperatura
mas baja (58 °C), la cepa ha presentado una menor termorresistencia al ser tratada en tampéon
a pH 4, con tiempos de reduccion decimal de 1,5 a casi 2 veces menores que los obtenidos a
la misma temperatura en tampon pH 7. Sin embargo a 58 °C los tiempos de reduccion
decimal han sido practicamente iguales en los dos medios de tratamiento.

Al igual que sucedia con la cepa 26 de Saccharomyces cerevisiae, cuando los
tratamientos térmicos se han realizado en cremogenado de melocoton, se han obtenido en
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todas las temperaturas ensayadas, unos tiempos de reduccion decimal considerablemente
menores que los obtenidos tanto en tampdén pH 7 como en tampon pH 4. Asi, tomando como
ejemplo los valores Dy, éstos han sido 2,4 veces menores en cremogenado de melocotén que
en tampon pH 4, y 4,2 veces menor que en tampdén pH 7. Lo mismo puede aplicarse a las
restantes temperaturas de tratamiento. En esta cepa no se muestran los datos referentes al
tratamiento a 64 °C en cremogenado de melocoton, ya que la destruccion térmica a esta
temperatura ha resultado demasiado rapida para obtener datos suficientemente fiables.

En la Figura 5-40 y Figura 5-41 se muestran los resultados obtenidos en las
experiencias de inactivacidon térmica realizadas con la cepa 99 Saccharomyces cerevisiae de
en los medios de tratamiento tampon Mcllvaine a pH 7 y pH 4 respectivamente. En ellas se
representan los logaritmos de los valores experimentales de los recuentos de supervivientes
frente al tiempo, asi como las rectas resultantes del ajuste de dichos valores experimentales a
una cinética de primer orden linealizada. La Figura 5-42 muestra los resultados obtenidos
para la inactivacion térmica para la misma cepa utilizando como menstruo de tratamiento
cremogenado de melocoton.

Examinando estas figuras resulta indiscutible el efecto de la temperatura sobre la
cinética de termodestruccion, ya que se observa claramente coémo las curvas de supervivencia
adquieren una pendiente cada vez mayor a medida que aumenta la temperatura del
tratamiento térmico.

8.1.3 Cepa 204

La tabla siguiente muestra los parametros cinéticos de inactivacion térmica resultantes
de los ajustes de los datos experimentales para la cepa 204 de Saccharomyces cerevisiae, asi
como los tiempos de reduccién decimal, o valores D, para cada una de las temperaturas
ensayadas en los distintos medios de tratamiento. Los coeficientes de determinacién (r°) de
todos los ajustes han resultado superiores a 0,95.

Medio de Temperatura de
tratamiento tratamiento (C) A B r’ D (min)
56,0 3,62+0,09 -0,40+0,03 0,995 2,50+ 0,19
Tampon 58,0 3,60+0,10 -1,37+0,22 0,976 0,73 +0,12
Mcllvaine pH7 62,0 420+0,24 -27+3 0,980 0,036 + 0,004
63,8 4,5+0,7 92 £8 0,950 0,011 + 0,003
55,8 3,70£0,09 -0,29+0,03 0,989 34+0,4
Tampon 58,0 3,9+0,3 -1,49+ 0,23 0,975 0,67 +0,10
Mcllvaine pH 4 60,0 43+0,5 -6,5+1,8 0,986 0,15+ 0,04
62,1 4,5+0,3 -15,8+2,4 0,968 0,063 + 0,009
Cremogenado 55,9 3,22+0,08 -1,05+0,10 0,992 0,95+ 0,09
de melocoton 57,9 3,72+0,05 -5,51+0,22 0,999 0,181 + 0,007
59,8 3,16+0,23 -102+24 0,967 0,098 + 0,023
61,8 3,3+0,8 -38+3 0,972 0,026 + 0,003

Parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los valores experimentales a las curvas de supervivencia (Log
[supervivientes] = A + B t) para la cepa 204 de Saccharomyces cerevisiae para las diferentes temperaturas y

medios de tratamiento.

El tiempo de reduccion decimal mas elevado, 3,4 min, se ha obtenido cuando la cepa
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ha sido tratada en tampon pH 4 a la temperatura de tratamiento mas baja, 56°C, mientras que
el menor tiempo de reduccion decimal ha correspondido al tratamiento realizado a 64 °C en
medio tampén pH 7. Resulta dificil evaluar el efecto del pH de los tampones sobre la
termorresistencia de esta cepa, ya que a algunas temperaturas de tratamiento la
termorresistencia ha sido mayor en tampon pH 4 que en tampon pH 7, mientras que a otras el
comportamiento de la cepa ha sido opuesto.

El comportamiento que ha mostrado la cepa 204 al ser tratada en cremogenado de
melocotén ha sido similar al observado en las cepas anteriores, alcanzandose, en todos los
casos, unos tiempos de reduccion decimal inferiores a los obtenidos para las mismas
temperaturas de tratamiento en tampones pH 7 y pH 4. Asi, por ejemplo, los valores de Dsg
en cremogenado de melocotén ha sido de 0,18 min, frente a los 0,73 min alcanzados en
tampon pH 7 o a los 0,67 min en tampén pH 4.

En la Figura 5-43 y Figura 5-44 se muestran los resultados obtenidos en las
experiencias de inactivacion térmica realizadas con la cepa 204 Saccharomyces cerevisiae en
los medios de tratamiento tampoén Mcllvaine pH 7 y pH 4 respectivamente. En ellas se
representan los logaritmos de los valores experimentales de los recuentos de supervivientes
frente al tiempo de tratamiento, asi como las rectas resultantes del ajuste de dichos valores
experimentales a una cinética de primer orden linealizada.

La Figura 5-45 muestra los resultados de inactivacion térmica obtenidos para la
misma cepa, utilizando como menstruo de tratamiento cremogenado de melocoton.

8.2 Valor,

Los valores z se han determinado mediante analisis de regresion de los valores Dy
frente a las correspondientes temperaturas de tratamiento térmico. En la Tabla 5-20 se
detallan los parametros cinéticos de las curvas de destruccion térmica, asi como los valores
de z calculados para las tres cepas de Saccharomyces cerevisiae en cada uno de los medios de
tratamiento estudiados.

Aunque al examinar los datos de la tabla se advierte que las cepas 26 y 99 tiene un
comportamiento similar de manera que tanto la pendiente de la curva de destruccion térmica
como los valores z calculados son mayores en cremogenado de melocoton y menores en
tampoén pH 7, al realizar un andlisis de la varianza no se han encontrado diferencias
significativas (P<0,01) entre el tampon pH7, el tampon pH4 y el cremogenado de melocoton.

En la Figura 5-46, Figura 5-47 y Figura 5-48 se representan los valores z frente a las
correspondientes temperaturas de tratamiento que se han calculado en los distintos medios
para las cepas 26, 99 y 204 de Saccharomyces cerevisiae respectivamente.
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Cepa Medio de Ordenada Pendiente r z (°O)

tratamiento origen

Tampo6n pH 7 15,2+ 0,9 -0,25+ 0,06 0,998 4,0+0,6
26 Tampon pH 4 17,8 £1,2 -0,30 £ 0,06 0,991 3,3+0,7

Cremogenado, 18,3+1,2 -0,31 £ 0,03 0,993 3,2+0,5

Tampo6n pH 7 15,8+ 0,9 -0,26 £ 0,12 0,958 3,85+0,24
99 Tampon pH 4 16,4 +0,3 -0,28 + 0,04 0,995 3,57+0,10

Crernogenado 16,6 £0,5 -0,29 £ 0,11 0,985 3,45+ 0,04

Tampo6n pH 7 17,6 £ 0,7 -0,306 £0,014 0,999 3,3+0,3
204 Tampon pH 4 16,09+ 0,18  -0,28 + 0,08 0,985 3,6£0,9

Cremogenado 9,33 + 0,08 -0,17+£0,12 0,906 5,88 £ 0,03

Parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los tiempos de reduccion decimal a las curvas de destruccion
térmica para tres cepas de Saccharomyces cerevisiae en diferentes medios de tratamiento.

8.3 Influencia del Ph y del medio en la termorresistencia

Resulta dificil encontrar en la bibliografia datos sobre termorresistencia de levaduras
a temperaturas tan elevadas, ya que cominmente, las temperaturas de trabajo mas habituales
en este tipo de investigaciones con levaduras no suele superar los 55 °C, dejando las
temperaturas mas elevadas para estudios de termorresistencia con bacterias (Menegazzi y
Ingledew, 1980; Tsang y Ingledew, 1982; Condon et al., 1992a).

En general, los tiempos de reduccion decimal a 60 °C (Dgy) obtenidos en tampdn
Mcllvaine a pH 4 estdn en concordancia con los encontrados por Put y De Jong (1980)
quienes después de estudiar la termorresistencia de 120 cepas de levaduras aisladas de
bebidas refrescantes y de productos derivados de fruta, llegaron a la conclusiéon de que
Saccharomyces cerevisiae es una de las especies mas termorresistentes.

La termorresistencia de las tres cepas de Saccharomyces cerevisiae en tampdon
Mcllvaine pH 7 ha resultado alta si se compara con los resultados publicados por otros
autores (Torok y King, 1991b), quienes al estudiar la termorresistencia de dos cepas de
Saccharomyces cerevisiae, una de ellas aislada de albaricoques alterados, encontraron
tiempos de reduccion decimal a 55 °C (Dss) de 1,05 min, frente a valores de Dsg del orden de
2,1 a 4,4 min, encontrados en esta investigacion, para las cepas 26 y 99.

Para una misma cepa, el pH del medio de tratamiento no ha tenido una influencia
significativa en su termorresistencia, y se revelan resultados contradictorios frente al pH. Asi
la cepa 26 ha resultado mas termorresistente a pH 4 que a pH 7, mientras que la cepa 99, a
excepcion del tratamiento a 58 °C, ha mostrado mayor termorresistencia a pH 7. Estos
resultados confirman los obtenidos por Splittstoesser et al. (1975) quienes como resultado de
sus investigaciones concluyen que el pH del medio tiene un efecto muy limitado sobre la
termorresistencia de Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, trabajos llevados a cabo por
otros investigadores contradicen a los anteriores al afirmar que cuanto mas acido es el pH del
medio de tratamiento més termosensible resulta la cepa estudiada (Deveze y Ribereau-Gayon,
1977).

Al comparar los resultados obtenidos en tampoén pH 4 y en cremogenado de
melocoton (pH = 3,87), se observa que las tres cepas son mas termosensibles al ser tratadas
en cremogenado de melocotéon. Un efecto similar ha sido observado por otros autores,
quienes afirman que, ademas del pH del medio de tratamiento, la cantidad y el tipo de
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azucares y acidos orgénicos presentes en el medio pueden ejercer una influencia significativa
en la termorresistencia de Saccharomyces cerevisiae (Beuchat, 1982a; Beuchat, 1983b;
Stecchini y Beuchat, 1985).

Donde si se han apreciado diferencias significativas ha sido entre las diferentes cepas,
en especial al ser tratadas en tampon a pH 4 y en cremogenado de melocoton. Asi la cepa 26
ha resultado ser la mas termorresistente de las tres con unos tiempos de reduccion decimal
superiores a los de las otras dos cepas en todos los medios y en todas la temperaturas
ensayadas. Por el contrario, la cepa 204 ha resultado la mas termosensible en todos los
medios de tratamiento. Tomando como referencia el valor D¢y en tampén pH 4 se observa
que para la cepa 204 este valor es casi 5 veces menor que para la cepa 99, y casi 8 veces
menor que para la cepa 26. Similares diferencias se advierten cuando las cepas han sido
tratadas en cremogenado de melocoton.

Los valores de z obtenidos en el presente estudio para las tres cepas de
Saccharomyces cerevisiae aisladas de cremogenado de melocoton han sido similares a los
encontrados por otros autores como Aref y Cruess (1934), que estudiaron la termorresistencia
de una cepa de Saccharomyces cerevisiae aislada de zumo de uva; Splittstoesser et al. (1975)
que estudiaron la termorresistencia de varias cepas de Saccharomyces cerevisiae en vino, y
Barillere et al. (1983) que estudio la termorresistencia de Saccharomyces cerevisiae en
tampon a pH 3,2. Tampoco se han encontrado diferencias significativas al comparar los
valores z entre los distintos medios de tratamiento, lo que concuerda con los resultados de
Barillere et al. (1983) y de Splittstoesser et al. (1975).

9 Evolucion del color en cremogenado de melocoton

En las muestras de cremogenado de melocotén se han realizado medidas de la
reflectancia y se ha estudiado la evolucion del color durante los tratamientos térmicos en el
espacio CIELAB mediante la evolucion de las coordenadas L*, a*, b*, de la diferencia de
color (AE*) y de la diferencia de croma (AC*). Ademas, se ha estudiado la evolucion de la
absorbancia a 420 nm en la fraccion liquida del cremogenado de melocoton.

9.1 Absorbancia a 420 nm (A 4)

La absorbancia a 420 nm es un indicador de la evolucién del color muy utilizado en el
estudio del pardeamiento no enzimatico en zumos y derivados de frutas. Sin embargo, el
cremogenado de melocotén, debido a su opacidad, no permite la medida directa de la
absorbancia. Por lo que, las muestras de cremogenado tuvieron que ser clarificadas
previamente y, la determinacion de la A4y se realizé sobre la fraccion liquida clarificada del
cremogenado.

Los valores experimentales de la absorbancia se han ajustado a los modelos cinéticos
de orden cero, de primer orden y combinado descritos en el apartado "Cinéticas de
pardeamiento no enzimatico" de la Introduccién. A partir de las constantes cinéticas
obtenidas en los ajustes se ha estudiado el efecto de la temperatura de tratamiento sobre la
velocidad de pardeamiento.

En la Tabla 5-21 se muestran resultados del ajuste de la absorbancia a 420 nm al
modelo cinético de orden cero y en la Tabla 5-22 los correspondientes a los del modelo de
primer orden.
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Concentracion T Ordenada K10° r’
(°Brix) °O) origen (min'l)
80 0,21 £0,10 0,17+0,21 0,890
85 0,10+0,11 0,26 £0,04 0,937
11 90 0,16 £0,14 0,56 +0,03 0,938
95 0,23 +0,21 1,2+0,4 0,954
98 0,3+£0,3 1,5+04 0,944
80 0,201 +£0,013 0,21 £0,05 0,869
85 0,210+0,011 0,22 +0,04 0,899
20 90 0,169 +0,011 0,66 £0,05 0,962
95 0,123 +£0,011 1,27 £0,05 0,990
98 0,11 +0,03 2,05+0,17 0,962
80 0,197 £ 0,008 0,48+0,03 0974
85 0,182 +0,019 0,91 £0,07 0,960
30 90 0,12+ 0,05 2,18+0,22 0,948
95 0,12+ 0,06 3,6+0,3 0,965
98 0,07 £ 0,07 52+0,3 0,976
80 0,196 £0,014 1,08 +0,05 0,986
85 0,16+ 0,03 2,15+0,14 0974
40 90 0,12+ 0,04 3,65+£0,24 0974
95 0,08 £ 0,07 6,7+0,3 0,984
98 0,14 £ 0,10 7,9+0,5 0,976

Parametros del ajuste de la variacion de la absorbancia relativa al modelo cinético de orden cero para la fraccion
liquida del cremogenado de melocotdn tratado a diferentes temperaturas.
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Concentracion T Ordenada K1103 r’
(°Brix) °O) origen (min'l)
80 -1,06 £ 0,15 0,65+0,23 0,890
85 -1,25+0,13 0,67+0,13 0,937
11 90 -1,37+0,11 0,92+0,16 0,938
95 -1,34+0,13 1,7+£0,5 0,954
98 -1,22+0,15 2,1+0,5 0,944
80 -1,60 £ 0,05 0,87+0,21 0,857
85 -1,55+ 0,04 0,85+0,17 0,896
20 90 -1,73 £ 0,06 2,5+0,3 0,931
95 -1,88 +£ 0,04 4,01+0,19 0,988
98 -1,76 £ 0,03 478 +0,16 0,994
80 -1,577 £ 0,021 1,58+ 0,08 0,984
85 -1,57 +£ 0,09 2,41+0,17 0,970
30 90 -1,66 £ 0,03 462+0,13 0,996
95 -1,45+ 0,04 5,46 £0,21 0,992
98 -1,42 £ 0,07 6,4+0,3 0,994
80 -1,489 £ 0,013 2,56 +0,05 0,998
85 -1,45+ 0,03 3,66+0,12 0,994
40 90 -1,45 £ 0,05 5,51+£0,24 0,988
95 -1,30+ 0,14 7,0+0,7 0,947
98 -1,22 +£0,21 7,4+1,0 0,899

Parametros del ajuste de la variacion de la absorbancia relativa al modelo cinético de orden uno (In A =1n Ay +
kit) para la traccion liquida del cremogenado de melocotén tratado a diferentes temperaturas.

Como puede observarse en las tablas, las constantes cinéticas de ambos modelos, ko y
k;, toman valores muy similares para muestras de igual concentracion tratadas a la misma
temperatura. Ademas, los coeficientes de determinacion, r2, también son semejantes, por lo
que resulta dificil decidir cual de los dos modelos describe mejor el proceso. En los dos
casos, se observa que tanto un aumento de la concentracion como de la temperatura de
tratamiento supone un aumento de la constante cinética.
Tabla 5-21

Para el modelo cinético combinado, A = (ko/k;) - [(ko/ki) - Aglexp(-k;t), se han
obtenido coeficientes de determinacion, 12, similares a los obtenidos para los modelos de
orden cero y uno. Sin embargo, y contrariamente a lo que se esperaba del modelo, no ha
resultado posible extraer ninguna relacion coherente para ninguna de las dos constantes, ko y
ki, ya que toman valores positivos y negativos sin orden aparente.
Tabla 5-22

Para cuantificar el efecto de la temperatura en la velocidad de pardeamiento, las
constantes cinéticas obtenidas en los modelos de orden cero y uno se han ajustado al modelo
de Arrhenius. Los resultados obtenidos para este ajuste se recogen en la Tabla 5-23. Los
resultados obtenidos de los ajustes al modelo cinético combinado no han sido satisfactorios,
por lo que tampoco se ha creido conveniente estudiar el efecto de la temperatura en sus
constantes cinéticas.
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Orden de Concentracion K, E. r

reaccion (°Brix) (min™) (kJ/mol)
11 (1,0£0,7)10"® 148+ 18 0,931

0 20 (1,3+0,4)10" 147+23 0,947
30 (225+023) 10"  146+43 0,994
40 (1,3 +£0,4)10" 109+ 19 0,994
11 (1,2+0,8) 10" 135+43 0,869

1 20 (2,0+0,8) 10" 117+38 0,922
30 (1,3 +0,9)10"° 85+22 0,962
40 (1,8 +0,5) 10’ 66+16 0,976

Parametros de la ecuacion de Arrhenius resultantes de los ajustes de las constantes cinéticas de los modelos de
orden cero y uno para variacion de la absorbancia en la traccion liquida de cremogenado de melocoton.

Analizando los coeficientes de determinacion, el modelo cinético de orden cero se
ajusta mejor a la ecuacioén de Arrhenius, presentando valores ligeramente mas elevados. Estos
resultados estan en consonancia con los de Saguy et al. (1978), Barbanti et al. (1990) y
Lozano (1991), quienes sugieren que el pardeamiento no enzimatico sigue una cinética de
orden cero. Por el contrario, Jhonson et al. (1995), proponen una cinética de primer orden
para la variacion de la absorbancia por efecto del pardeamiento no enzimatico en zumo y
cremogenado de naranja, aunque matizan que este ajuste es mejor a medida que aumenta el
contenido en solidos solubles de las muestras. Por otra parte, Gonzalez et al. (1988b) opinan
que para muchos concentrados y zumos de frutas, si la variacion de la absorbancia no es muy
elevada, resulta dificil discernir entre el orden de reaccion del proceso de pardeamiento no
enzimatico. De modo que para valores de absorbancia relativa (A/A¢) inferiores a 2 la
evolucion de la absorbancia relativa con el tiempo se ajusta bien a una recta, por lo que se
puede suponer que la cinética de pardeamiento no enzimatico es de orden cero.

Finalmente, Petriella ef al. (1985) y Nagy et al. (1990) describen el pardeamiento no
enzimatico como una cinética a medio camino entre la de orden cero y la de primer orden y,
no consideran validos los modelos simplificados de orden cero y orden uno.

Independientemente del orden de reaccion, se observa que un aumento del contenido
en solidos solubles supone una disminucion del factor de frecuencia, Ko, y de la energia de
activacion, E,, de la ecuacion de Arrhenius, siendo, estos valores, inferiores en los ajustes a
partir de las constantes de primer orden. Al mismo tiempo, para una misma concentracion, la
energia de activacion presenta valores mas elevados en el modelo de orden cero.

Los valores de la energia de activacion obtenidos se encuentran entre 148 kJ/mol y
109 kJ/mol para modelo de orden cero, y 135 kJ/mol y 66 kJ/mol para el modelo de primer
orden.

Segin Gonzalez et al. (1988b) las energias de activaciéon son funcion de la
concentracion en solidos solubles del zumo, de modo que un aumento de la concentracién
provoca un aumento en la energia de activacion, o lo que es lo mismo, un incremento de la
sensibilidad del proceso a la temperatura. Los resultados obtenidos para el cremogenado de
melocotdn parecen estar en desacuerdo con la teoria anterior, ya que a mayor concentracion
se han obtenido menores energias de activacion. No obstante, es importante resaltar que, para
la cinética de orden cero, las energias de activacion que se han obtenido en las muestras de
cremogenado de melocotén de 11, 20 y 30 °Brix, son muy similares, alrededor de 147 kJ/mol,
sin embargo, cuando la concentracion aumenta a 40 °Brix, se observa un gran descenso en la
energia de activacion, bajando a 109 kJ/mol, lo que indica que estas muestras son menos
sensibles a los incrementos de temperatura.
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9.2 Espectros de reflectancia

Los espectros de reflectancia tienen escaso valor practico cuando se pretende
utilizarlos para el control rutinario del color de los alimentos, sin embargo, la utilidad de
estos espectros se encuentra en el hecho de que sirven como medio para una posterior
determinacion de los parametros colorimétricos (Duran, 1978).

Dada la coloracién del cremogenado, eran de esperar los resultados obtenidos. Al
analizar los espectros de reflectancia, se observa en todos los casos que, sin importar la
concentracion de la muestra o la temperatura de tratamiento, la reflectancia se mantiene casi
constante, o con un ligerisimo aumento, hasta los 500 nm de longitud de onda. Siendo a partir
de esta longitud de onda cuando la reflectancia de las muestra comienza a aumentar de forma
progresiva coincidiendo con los intervalos de longitudes de onda correspondientes a la zona
de los amarillos (570-590 nm), naranjas (590-610 nm) y alcanzando los valores maximos en
la zona de los rojos (610-700 nm).

En las figuras adjuntas (Figura 5-49 y Figura 5-50) puede observarse como los valores
de reflectancia de las muestras disminuye paulatinamente a medida que aumenta el tiempo de
tratamiento. Es decir que a medida que el tratamiento térmico se hace mas largo la fraccion
de luz reflejada disminuye y la absorbida aumenta. Esta tendencia ha sido, también, general
en todas las muestras de cremogenado de melocotén analizadas.

El efecto de la concentracion en los espectros de reflectancia ha sido claro, de forma
que cuanto mayor ha sido la concentracion en so6lidos solubles de las muestras, menores han
sido los valores que ha presentado la reflectancia, y por tanto, las variaciones a lo largo del
espectro han sido también menores. La concentracion también ha tenido el efecto de reducir
las variaciones de reflectancia entre las muestras tratadas durante menos tiempo y las que
mas.

Para tratar de ilustrar el efecto de la concentracion sobre los espectros de reflectancia
se han elegido los espectros correspondientes a las muestras de 20, 30 y 40 °Brix, tratadas a
98 °C (Figura 5-49).

La temperatura de tratamiento ha tenido un efecto muy evidente sobre la reflectancia,
de forma que al aumentar la temperatura de tratamiento, se han visto acusadas las diferencias
entre las muestras provocadas por la duracion del tratamiento térmico. En la Figura 5-50 se
muestra, a modo de ejemplo los espectro de las muestras de cremogenado de melocoton de 30
°Brix tratadas a 80, 90 y 98 °C, donde pueden apreciarse de forma gréfica el efecto de la
temperatura sobre la reflectancia.

9.3 Trayectoria del color en el espacio cielab

Para caracterizar la evolucion del color durante el tratamiento térmico se ha elegido el
espacio colorimétrico CIELAB, siendo L*, a* y b* los tres ejes de coordenadas. Las
variaciones del eje L* significan cambios en la luminosidad y las variaciones en el plano
determinado por a* y b* suponen cambios en el tono.

En la Figura 5-51 se representa, a modo de ejemplo, la variacion de la luminosidad de
una muestra de cremogenado de melocoton de 30 °Brix tratada a diferentes temperaturas. En
general, la luminosidad ha disminuido al aumentar el tiempo y la temperatura de tratamiento.
Ademas, los valores de L* han sido menores al aumentar el contenido en so6lidos solubles.
Estos resultados coinciden con los de otros autores (Sapers y Douglas, 1987), que afirman
que un aumento de la temperatura favorece el proceso de pardeamiento no enzimatico,
encontrando ademds una correlacion entre la disminucion de L* y el incremento del
pardeamiento.
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Los valores obtenidos para el pardmetro a* no han presentado una tendencia clara
durante el tratamiento, especialmente cuando se ha trabajado a temperaturas vy
concentraciones bajas, sin embargo a concentraciones elevadas, se ha observado que los
valores de a* tienden a alcanzar un maximo para después disminuir a medida que aumenta el
tiempo de tratamiento (Figura 5-52).

La evolucion de b* ha sido mucho mas clara y, tal y como sucedia con la
luminosidad, tiende a disminuir al incrementarse la temperatura y el tiempo de tratamiento,
asi como al aumentar la concentracion de las muestras.

En la Figura 5-53 se representa la trayectoria que sigue el color del cremogenado de
melocotén de distintas concentraciones tratado a 98 °C en el plano determinado por los ejes
verde/rojo (-a*/+a*) y azul-amarillo (-b*/+b*). En todos los casos estudiados todos los puntos
se ha situado en el cuadrante delimitado por los tonos rojo y amarillo. Se observa como, a
medida que la concentracion es mas elevada, y conforme aumenta el tiempo de tratamiento,
se produce un desplazamiento en el color hacia el origen de coordenadas, lo que implica una
disminucién de la pureza del color.

9.4 Luminosidad

Con la finalidad de encontrar una expresion matematica que describa la cinética de la
variacion de la luminosidad en el cremogenado de melocoton durante el tratamiento térmico,
se ha trabajado con la luminosidad relativa (L*/L*,). La luminosidad relativa se ha ajustado a
los modelos cinéticos de orden cero y uno.

En la Tabla 5-24 se representan los pardmetros obtenidos para el ajuste de la
luminosidad relativa al modelo cinético de orden cero, y en la Tabla 5-25 los
correspondientes al modelo de orden uno.
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2

Concentracion T Ordenada K0104 r
(°Brix) °O) origen (min'l)
80 0,948 + 0,014 0,92 +0,21 0,903
85 0,921 £+ 0,025 1,75+0,12 0,940
11 90 0,99 £ 0,03 29+0,5 0,982
95 0,907 £ 0,018 4,5+0,3 0,987
98 0,94 £ 0,04 6,5+0,4 0,996
80 0,987 £ 0,004 1,79+ 0,16 0,952
85 0,987 £+ 0,005 2,87+0,21 0970
20 90 0,994 + 0,003 482 +0,15 0,994
95 0,980 £ 0,008 6,8+0,4 0,978
98 0,984 + 0,008 8,5+0,4 0,986
80 0,993 + 0,003 2,73+0,12 0,988
85 0,989 + 0,004 430+0,17 0,990
30 90 0,987 £ 0,006 7,4+0,3 0,990
95 0,972 +0,017 9,5+0,8 0,954
98 0,960 + 0,022 10,6 £1,1 0,939
80 0,982 + 0,004 3,80+0,18 0,986
85 0,974 £+ 0,008 5,5+0,3 0,976
90 0,969 £0,014 7,7+0,7 0,950
95 0,953 + 0,020 9,2+1,0 0,933
40 98 0,94 + 0,03 9,6t1,4 0,910

Parametros del ajuste de la luminosidad relativa al modelo cinético de orden cero, para cremogenados de

melocoton de distintas concentraciones tratados a distintas temperaturas.
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Concentracion T Ordenada K1104 r’
(°Brix) °O) origen (min'l)
80 -0,009 + 0,008 0,98 0,08 0,935
85 -0,020 + 0,007 1,14, 0,19 0,948
11 90 -0,009 + 0,004 2,34 0,17 0,949
95 -0,021 £0,012 4,89 0,25 0,982
98 -0,019 £ 0,013 7,1+0,4 0,990
80 -0,011 + 0,004 1,88+ 0,16 0,956
85 -0,012 £ 0,005 3,11+£0,20 0974
20 90 -0,003 + 0,003 5,30+0,17 0,994
95 -0,016 + 0,007 7,9+0,3 0,988
98 -0,010 +£ 0,007 10,1 £0,3 0,992
80 -0,006 + 0,003 293+0,12 0,990
85 -0,008 + 0,004 483 +0,15 0,994
30 90 -0,009 + 0,006 8,62+0,24 0,994
95 -0,022 £ 0,016 11,7+0,8 0,976
98 -0,023 £ 0,022 13,4+ 1,1 0,960
80 -0,016 + 0,004 424 +0,17 0,990
85 -0,022 + 0,007 6,4+0,3 0,988
40 90 -0,028 +£ 0,014 9,1+0,7 0,964
95 -0,044 + 0,020 11,5+1,0 0,954
98 -0,06 = 0,03 122+1,4 0,920

Parédmetros del ajuste de la luminosidad relativa al modelo cinético de primer orden, para cremogenados de
melocoton de distintas concentraciones tratados a distintas temperaturas.

Los valores que toma la ordenada en el origen en los dos modelos ensayados son
proximos a los valores teoricos esperados, ya que, al trabajar con valores relativos, la
ordenada en el origen para el modelo de orden cero deberia ser uno, y para el modelo de
orden uno linealizado deberia ser cero.

Respecto a las constantes cinéticas, en los cremogenados de 11, 20 y 30 °Brix, su
valor aumenta a medida la temperatura y la concentracion son mas elevadas. Esto confirma
los resultados de otros estudios en los cuales un aumento de temperatura de tratamiento y una
mayor concentracion del producto tratado tiende a favorecer el proceso de pardeamiento no
enzimatico (Ibarz, et al. 1989b). En las muestras de cremogenado de 40 °Brix, si bien las
constantes cinéticas aumentan al aumentar la temperatura, contrariamente a lo esperado, los
valores de dichas constantes para las temperaturas mas elevadas de tratamiento, 95 y 98 °C,
han resultado ser inferiores a los alcanzados en las muestras de 30 °Brix, para las mismas
temperaturas de tratamiento. Este comportamiento puede ser debido a que a concentraciones
elevadas, a partir de un cierto tiempo de tratamiento el valor de la luminosidad tiende a
estabilizarse, y por tanto disminuye su velocidad de variacion.

Aunque resulta dificil determinar cual de los dos modelos describe mejor la evolucion
de la luminosidad relativa del cremogenado de melocoton durante el pardeamiento no
enzimatico, ya que para ambos modelos se han obtenido valores de los coeficientes de
determinacion, r’, bastante elevados (r2 = 0,903 para el caso mas desfavorable), los obtenidos
para el modelo de orden uno han sido ligeramente superiores en todos los casos.
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Las constantes cinéticas correspondientes a los dos modelos probados se han ajustado
a la ecuacion de Arrhenius con el objeto de determinar el efecto de la temperatura sobre la
velocidad de pardeamiento.

Los valores de los pardmetros de la ecuacion de Arrhenius obtenidos a partir de los
ajustes se muestran en la Tabla 5-26. Los coeficientes de determinacidon expresan un mejor
ajuste a la ecuacion de Arrhenius en el caso de las constantes cinéticas obtenidas a partir del
modelo de primer orden que, como ya se ha dicho antes, es el que ha dado un mejor ajuste.

Orden de Concentracion K, E. r’
reaccion (°Brix) (min™) (kJ/mol)
11 (7,2+0,7) 10" 90 + 31 0,952
0 20 (4,34 +0,22)10° 77 +12 0,970
30 (5,25+0,16) 10" 85 + 35 0,978
40 (5,1 +0,6) 10° 58+ 16 0,966
11 (8,5+0,9) 10" 110+ 19 0,923
1 20 (3,14 +0,18) 10" 102 + 13 0,998
30 (3,48 £ 0,19)10" 95 +21 0,982
40 (2,18 + 023 5) 10° 65 + 25 0,976

Parametros de la ecuacion de Arrhenius resultantes de los ajustes de las constantes cinéticas de los modelos de
orden cero y uno para variacion de la luminosidad en cremogenados de melocoton de distintas concentraciones.

Los valores de la energia de activacion obtenidos para el modelo de orden uno han
sido superiores a los obtenidos para el modelo de orden. En la cinética de primer orden se
observa que el valor de la energia de activacion disminuye al aumentar la concentracion de
las muestras, lo que indica que el efecto de la temperatura en la velocidad de variacion de la
luminosidad es menor a concentraciones mas altas. Esto coincide con los resultados
obtenidos en algunos estudios del mismo tipo, realizados en concentrados clarificados de pera
por Ibarz et al. (1989b). Sin embargo en la cinética de orden cero el comportamiento de la
energia de activacion con la concentracion no ha sido tan claro. Asi, en cremogenado a 30
°Brix se ha obtenido un valor de la E, superior al obtenido en la muestras de 40 °Brix. Los
resultados obtenidos por otros autores (Beveridge y Harrison, 1984; Toribio y Lozano, 1984;
1986) en los que tampoco se ha comprobado una tendencia clara en este aspecto, coinciden
con lo observado en este caso.

9.5 Diferencia de color

Los valores experimentales obtenidos para la diferencia de color se han ajustado al
modelo cinético de orden cero y al modelo cinético combinado. La Tabla 5-27 recoge los
pardmetros resultantes del ajuste al modelo cinético de orden cero, y la Tabla 5-28 los
correspondientes al modelo cinético combinado, descritos en el apartado 18.1. "Modelos
cinéticos para la evolucion del color" de la Introduccion.
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Concentracion T Ordenada K0102 r’
(°Brix) °O) origen (min'l)
80 0,7+0.,8 0,52 +0,17 0,926
85 0,3+0,3 0,66 £0,12 0,960
11 90 0,3+0,3 098 +£0,12 0,962
95 0,8+0,7 1,09 +£0,24 0,960
98 1,2+0,6 1,24 +£0,24 0,972
80 0,7+0,3 1,15+0,10 0,994
85 0,6 +0,3 1,93 +0,12 0,976
20 90 0,17+0,19 3,58+0,10 0,996
95 0,9+0,4 4,87+0,22 0,988
98 0,7+ 0,6 6,1+0,3 0,986
80 0,24 £0,20 1,65+0,08 0,986
85 0,4+0,3 2,68 £0,09 0,992
30 90 0,4+0,3 4,62+0,15 0,994
95 1,4+1,0 6,0+0.,5 0,956
98 22+14 6,8+ 0,7 0,942
80 0,6+0,2 1,93 £0,08 0,990
85 1,0+0,4 2,85+ 0,14 0,986
40 90 1,3+£0,6 4,0+0,3 0,964
95 2,1+1,1 5,0+0.,5 0,946
98 29+1,6 5,3+0,7 0,910

Parédmetros del ajuste de la variacion de la diferencia de color al modelo cinético de orden cero, para
cremogenados de melocoton de distintas concentraciones tratados a distintas temperaturas.
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Kko10?

k;10°

2

Concentracion T r
(°Brix) (°C) (min™) (min™)
80 1,8+ 1,8 1,7+1,0 0,824
85 1,1£04 1,L15+£020 0,962
11 90 1,1 £0,4 1,22+0,18 0,960
95 2,7+0,6 1,76+ 0,18 0,980
98 4,0+1,0 2,42+024 0,974
80 2,2+0,6 2,74+ 1,16 0,954
85 2,72 +1,23 1,4+0,8 0,976
20 90 4,6+ 1,7 1,7+0,8 0,986
95 7,0+ 0,6 22+03 0,998
98 82+ 1,6 1,9+0,5 0,994
80 1,89 + 0,22 0,5+0,6 0,984
85 33+14 0,8 +0,4 0,992
30 90 57+1,3 1,2+03 0,996
95 103+ 1,6 3.4+09 0,986
98 13,4+ 1,1 4.4+ 0,6 0,992
80 2,9+0,8 1,6 £ 0,6 0,984
85 4,7+04 22+03 0,996
40 90 7.4+0.,6 3,9+0,5 0,996
95 10,8 + 0,5 49+0,4 0,996
98 13,9+ 0,5 6,440,6 0,997

Parametros del ajuste de la variacion de la diferencia de color al modelo cinético combinado, para
cremogenados de melocoton de distintas concentraciones tratados a distintas temperaturas.

Los coeficientes de determinacion, r’, obtenidos para los ajustes al modelo cinético de
primer orden han sido bastante elevados (superiores en todos los casos a 0,910), lo que en
principio indica un buen ajuste de los datos experimentales al modelo propuesto, sin
embargo, la evolucion de los datos experimentales (Figura 5-54 y Figura 5-55) solamente
siguen una tendencia lineal en las primeras fases del tratamiento térmico, y a partir de un
determinado tiempo de tratamiento la evolucion de la diferencia de color, a pesar de que los
valores siempre aumentan con el tiempo, se ralentiza, es decir, la velocidad a la que aumenta
la diferencia de color va disminuyendo a medida que el tratamiento térmico se prolonga. Esto
resulta mas evidente cuanto mas elevada es la temperatura de tratamiento y mas concentrada
es la muestra tratada. Este comportamiento provoca que los valores de la ordenada en el
origen, obtenidos para el modelo cinético de orden cero, que teéricamente deberian ser cero,
sean mas elevados de los que cabria esperar, especialmente en las muestras de cremogenado
de melocoton de concentraciones mas elevadas sometidas a las temperaturas mas elevadas,
asi por ejemplo, en cremogenado de melocoton de 40 °Brix tratado a 98°C la ordenada en el
origen es de 2,9. Ademas, y debido al mismo motivo explicado antes, se ha observado que las
constantes cinéticas obtenidas en muestras de 40 °Brix tratadas a temperaturas altas, de 90, 95
y 98 °C, toman valores inferiores que cuando la concentracion del cremogenado es de s6lo 30
°Brix. Finalmente, examinando los valores de los coeficientes de determinacion de la Tabla 5-
28 se advierte que, a las concentraciones de 30 y 40 °Brix, se hacen mas bajos a medida que
aumenta la temperatura de tratamiento. De todo lo dicho puede deducirse que el modelo
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cinético de orden cero explica de forma aceptable la variacion de la diferencia de color en
cremogenado de melocotén de concentraciones bajas, pero que a medida que la
concentracion de las muestras y la temperatura de tratamiento aumenta el modelo se aleja
cada vez mas de los datos experimentales. Con la finalidad de solventar este inconveniente
algunos autores (Gonzalez et al., 1988b) proponen el modelo cinético combinado donde se
supone una cinética de formacion de color de orden cero y una destruccion de pigmentos de
primer orden.

Los coeficientes de determinacion obtenidos, parecen indicar que el modelo cinético
combinado describe mejor las variaciones del color que tienen lugar en el cremogenado de
melocoton durante su tratamiento térmico. Las dos etapas que contempla el modelo
transcurren a mas velocidad cuando la concentracion y la temperatura se incrementan. Por
otro lado, para una concentracién dada, las constantes cinéticas siguen una clara tendencia a
aumentar a medida que la temperatura de tratamiento se hace mas alta. También se advierte
que los valores de la constante k;, correspondiente a la segunda etapa de destruccion de
polimeros coloreados, toma valores inferiores respecto de la constante de la primera etapa
(ko), de formacion de compuestos coloreados.

La Figura 5-56 representa la variacion de la diferencia de color y los ajustes al modelo
cinético combinado en cremogenado de melocoton de 40 °Brix.

Lozano et al. (1994), en estudios del mismo tipo realizados en cremogenado de
melocotén, donde aplican el mismo modelo cinético, obtienen valores de las constantes
cinéticas muy similares.

Las constantes cinéticas de los modelos anteriores han sido ajustadas a la ecuacion de
Arrhenius para determinar el efecto de la temperatura sobre la diferencia de color. Los
coeficientes de determinacion, r’, obtenidos (Tabla 5-29) indican un buen grado de ajuste al
modelo de Arrhenius, exceptuando el obtenido para la segunda etapa del modelo combinado
en cremogenado de melocoton de 20 °Brix, donde parece ser que la destruccion de pigmentos
que contempla este modelo no guarda relacion clara con la temperatura de tratamiento.

Orden de Concentracion K, E. r’
reaccion (°Brix) (min™) (kJ/mol)

11 (6,9+0,6) 10°  112+32 0,984
0 20 (1,7+0,6)10° 102 +21 0,988

30 (1,8+0,24) 10" 91+29 0,976

40 (3,5+0,5) 107  62+36 0,974
0 11 (2,4+0,8)10° 82+19 0,974
1* etapadel 20 (1,1+£03)10" 85+21 0,984
modelo 30 (1,4+0,8) 10"  91+30 0,999
combinado 40 (3,1+0,5) 10" 94+ 18 0,998
1 11 (5,6+0,7)10° 23+19 0,823
2% etapadel 20 (1,25+021)10* 8,22+3 0,858
modelo 30 (1,0+0,19)10"7 137+32 0,970
combinado 40 (5,09 £0,23)10° 84+15 0,988

Parametros de la ecuacion de Arrhenius resultantes de los ajustes de las constantes cinéticas de los modelos de
orden cero y combinado para la variacion de la diferencia de color en cremogenados de melocoton de distintas
concentraciones.

Para la cinética de orden cero se produce una disminucion de la energia de activacion
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a aumentar el contenido en sélidos solubles de las muestras. Por el contrario para la primera
etapa del modelo combinado se da el caso contrario, aunque los valores que toma la energia
de activacion son muy similares en las cuatro concentraciones estudiadas, y en la segunda
etapa del modelo combinado no se ha apreciado ninguna tendencia clara.

9.6 Diferencia de croma

Al igual que con la diferencia de color, para estudiar la cinética de variacion de la
diferencia de croma (AC¥), se han realizado ajustes de los valores experimentales a los
modelos cinéticos de orden cero y combinado descritos en el apartado 18.1 Modelos cinéticos
para la evolucion del color" de la Introduccion.

En general, la evolucion de la diferencia de croma ha seguido una trayectoria similar a
la que se ha descrito para la diferencia de color. En los primeros momentos del tratamiento se
produce un aumento en la diferencia de croma que, con el paso del tiempo, tiende
estabilizarse en un valor méaximo. Esta estabilizacion parece ser mds rapida cuando la
concentracion de las muestras y la temperatura de tratamiento es mas alta.

En el ajuste al modelo cinético de orden cero, para una concentracion determinada, las
diferencias de croma han sido cada vez mayores a medida que aumenta la temperatura de
tratamiento (Tabla 5-30). También las constantes cinéticas han aumentado al hacerlo la

temperatura de tratamiento.

Concentracion T Ordenada k0103 r’
(°Brix) (°C) origen (min™)
80 0,63 +£0,21 425+0,12 0,921
85 0,8+0,3 7,36 £ 0,15 0,916
11 90 0,54 +0,19 15,81 +£0,22 0,972
95 0,604 20,9+04 0,980
98 1,3+0,7 28,4+0,5 0,985
80 0,32+0,19 8,5+0,9 0,947
85 0,2+0,3 142+1,2 0,964
20 90 -0,05+0,15 28,1+0,7 0,996
95 0,3+0,3 36,7+1,2 0,992
98 0,2+0.,5 46,6 £2,2 0,986
80 0,07+0,21 122+1,0 0,966
85 0,10+ 0,21 21,0+£1,0 0,988
30 90 0,06 £ 0,21 356 +1,1 0,994
95 0,8 +0,8 46 +4 0,956
98 1,5+1,1 52+ 5 0,942
80 0,48+ 0,16 14,6 £0.,8 0,986
85 0,52 +£0,19 23,6+ 0,9 0,992
40 90 0,9+04 31,0+2,2 0,970
95 1,4+0,7 40+3 0,952
98 1,9+1,0 42 +5 0,920

Parametros del ajuste de la variacion de la diferencia de croma (AC*), al modelo cinético de orden cero para
cremogenados de melocoton de distintas concentraciones tratados a distintas temperaturas.
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Al igual que ocurria con la diferencia de color, para una temperatura fija, los valores
de las constantes cinéticas han sido maximos para el cremogenado de 30 °Brix. De acuerdo
con los valores obtenidos para los coeficientes de determinacion, podria decirse que la
cinética de orden cero describe de manera satisfactoria la evolucion de la diferencia de
croma. No obstante, y del mismo modo que ocurria con la diferencia de color, a
concentraciones y temperaturas elevadas se ha observado una relacion no lineal de la
variacion del parametro con el tiempo de tratamiento.

Tabla 5-30

En el modelo combinado, tal y como se preveia, las constantes cinéticas de orden cero
son siempre superiores a las de primer orden (Tabla 5-31). El modelo presenta un buen ajuste
en todos los casos pero, en algunas ocasiones, a temperaturas y concentraciones bajas, la
constante cinética de destruccion de pigmentos adquiere signo negativo, lo que dificulta la
interpretacion de los resultados y la obtencion de conclusiones definitivas.

Concentracion T K0102 K1103 r’
(°Brix) (°C) (min'l) (min'l)
80 1,1£0,8 1,5+£1,2 0,895
85 1,2+0,6 -0,15+0,19 0,954
11 90 2,1+0,3 -0,22 £0,24 0,975
95 3,7+0,5 1,L11+0,18 0,988
98 49+1,2 1,60+0,24 0,995
80 1,2+0,3 1,4+1,8 0,925
85 1,5+0,3 -02+1,3 0,962
20 90 2,70 £0,17 -0,2+0,4 0,996
95 4,53 +£0,22 1,3+0,4 0,996
98 5,7+0,5 1,3+£0,6 0,992
80 1,2+0,3 -0,1 +1,3 0,964
85 2,2+0,3 0,2+0,7 0,988
30 90 3,93+0,23 0,7+ 0,4 0,996
95 7,5+0,9 3,1+1,0 0,982
98 9,8 +0,8 4,1+ 0,8 0,990
80 2,3+0,3 2,2+0,9 0,982
85 3,34 +£0,21 1,8+0,4 0,996
40 90 5,3+0,3 3,3+0,5 0,996
95 7,8+0,4 44+0,5 0,996
98 10,1 £0,6 5,8+0,6 0,994

Parametros del ajuste de la variacion de la diferencia de croma (AC*), al modelo cinético combinado, para
cremogenados de melocoton de distintas concentraciones tratados a distintas temperaturas.

El efecto de la temperatura se ha determinado mediante el ajuste de las constantes
cinéticas a la ecuacion de Arrhenius (Tabla 5-32).
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Orden de Concentracion K, E. r’

reaccion (°Brix) (min'l) (kJ/mol)
11 (3,2+0,6) 10>  105+33 0,948
0 20 (2,1£0,5)10"” 103+47 0,980
30 (1,9+0,4) 10" 88+32 0,972
40 (4,5+0,5) 10"  63+28 0,966
0 11 - - -
1* etapadel 20 - - -
modelo 30 (1,1+£0,3)10"7  127+49 0,998
combinado 40 (7,3 £0,4)10"" 91 +24 0,999
1 11 - - -
2% etapa del 20 - - -
modelo 30 (3,5+0,6)10° 268+69 0,984
combinado 40 (9,6 +0,4)10°  65+26 0,848

Parametros de la ecuacion de Arrhenius resultantes de los ajustes de las constantes cinéticas de los modelos de
orden cero y combinado para variacion de la diferencia de croma en cremogenados de melocoton de distintas
concentraciones.

Los coeficientes de determinacion indican un buen ajuste al modelo. Para la cinética
combinada se ha estudiado el efecto de la temperatura en cada una de las dos constantes
cinéticas, sin tener en cuenta aquellos casos en los que k; tomaba valores negativos.

En general, las energias de activacion obtenidas han sido menores al aumentar la
concentracion de las muestras de cremogenado. A 30 °Brix el valor de la energia de
activacion de la primera etapa del modelo ha sido inferior a la de la segunda, de lo que se
deduce que existe una mayor influencia de la temperatura en la etapa de destruccion de
polimeros coloreados que en la de formacion de los mismos. Sin embargo, en cremogenado
de melocoton de 40 °Brix se ha dado el caso contrario.

9.7 Indice de pardeamiento de buera

Ademas de todos los indices colorimétricos mencionados anteriormente, también se
ha ensayado, como parametro para describir el pardeamiento no enzimatico, el indice de
pardeamiento (BR) propuesto por Buera et al. (1985) y descrito en apartados anteriores.

Como en el caso de los indices anteriores, a partir de los valores experimentales se
han calculado los valores relativos (BR/BRy), y éstos se han ajustado a cinéticas de orden
cero y uno con el fin de determinar cual de los dos modelos describe mas acertadamente la
evolucion de este indice a lo largo del tratamiento térmico.

En el caso del cremogenado de melocoton el indice de pardeamiento de Buera no se
ha revelado como un parametro idoneo para describir el pardeamiento no enzimatico. Este
indice no ha mostrado ninguna tendencia definida en las muestras de cremogenado de
melocotén de concentraciones bajas (11 y 20 °Brix), por lo que no ha sido posible ajustar los
datos experimentales a ninguno de los modelos cinéticos sefialados. La Figura 5-57 ilustra de
forma grafica este aspecto para el caso concreto de cremogenado de melocotén de 20 °Brix.

Unicamente para concentraciones altas (30 y 40 °Brix) ha sido posible ajustar de
forma aceptable la evolucion del indice de pardeamiento con el tiempo de tratamiento al
modelo lineal. En la Figura 5-58 se representa la evolucion del indice de pardeamiento
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relativo en cremogenado de melocoton de 40 °Brix, asi como las rectas del ajuste al modelo
cinético de orden cero.

En la Tabla 5-33 se muestran los parametros del ajuste al modelo de orden cero para
cremogenado de melocoton de 30 y 40 °Brix. Para la concentracion de 30 °Brix solamente se
consiguen buenos coeficientes de determinacion para los tratamiento realizados a altas
temperaturas. Sin embargo cuando la concentracion es de 40 °Brix los coeficientes de
determinacion son altos en todos los casos. La constante de velocidad aumenta de forma
progresiva al aumentar la temperatura de tratamiento.

Concentracion T Ordenada k10* r’
(°Brix) °O) en el origen (min'l)
80 0,9+0.,8 0,94+ 0,12 0,279
85 1,00 £ 0,04 1,84 +£0,16 0,709
30 90 1,02 + 0,06 4,6+0,3 0,878
95 0,98 +0,16 8,7+0,8 0,932
98 1,002 £+ 0,022 12,5+ 1,1 0,995
80 0,99 + 0,04 3,25+0,17 0,927
85 1,00 £ 0,07 7,4+03 0,976
40 90 1,01 £0,14 11,0+ 0,7 0,984
95 1,025 + 0,020 18,5+ 1,0 0,992
98 1,01 + 0,03 222+1,5 0,984

Valores de los parametros del ajuste de la variacion del indice de pardeamiento relativo (BR/BRy) al modelo
cinético de orden cero, para cremogenados de melocotdn de distintas concentraciones tratados a distintas
temperaturas.

De acuerdo con los resultados obtenidos parece oportuno sefialar que, en
cremogenado de melocotdn, el indice de pardeamiento de Buera solamente resulta aplicable
como indice evaluador del pardeamiento enzimatico cuando se trabaja con muestras de
elevada concentraciéon (40 °Brix o superiores) y en tratamiento con altas temperaturas.
Debido a la poca fiabilidad de los resultados obtenidos seria necesario realizar
investigaciones mas extensas en este campo antes de poder decidir sobre la aplicacion de este
indice como parametro estimador del pardeamiento no enzimatico en cremogenado de
melocoton.

Por otra parte, las pocas referencias bibliograficas donde se menciona este indice
como parametro de caracterizacion del pardeamiento no enzimatico en derivados de fruta
hace dificil establecer comparaciones y determinar lo adecuado o no de su uso para este tipo
de productos.

10 Formacion de hidroximetilfurfural durante el tratamiento térmico

Durante el proceso de tratamiento térmico del cremogenado de melocoton se ha
observado que el contenido de HMF aumenta con el tiempo de tratamiento. En la Figura 5-59
se muestran los valores experimentales obtenidos para la variacion de la concentracion de
HMF en cremogenados de melocoton de 10 y 20 °Brix tratados a diferentes temperaturas, y
en la Figura 5-60 los correspondientes a cremogenados de melocoton de 30 y 40 °Brix.

En este caso la concentracion de hexosas ha sido muy grande en comparaciéon con la
de hidroximetilfurfural. Los resultados de la caracterizacion del cremogenado inicial revelan
unos valores para las concentraciones de glucosa y fructosa de 9,1 y 10,9 gkg
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respectivamente, mientras que la concentracion de HMF en el cremogenado inicial tan solo
alcanza las 85 ppm, es decir 0,085 g/kg. Segtn esto la concentracion total de hexosas (Cy =
Cg + Cpr) puede suponerse que es aproximadamente igual a la concentracion global (Cy = Cy
+ Chmr):

Co=Cy=0,111 moles de hexosa/ kg de cremogenado

mientras que la de HMF es de 0,000674 moles de HMF/kg de cremogenado. Asi pues, la
concentracion de HMF puede considerarse despreciable frente a la de hexosas, lo que permite
suponer que la cinética de formaciéon de HMF puede ser descrita mediante un modelo de
primer orden, tal y como se describe en el apartado 18.2.- "Modelos cinéticos para la
formacion de 5-hidroximetilfurfural” de la Introduccion.

En las figuras anteriores puede apreciarse también como el contenido de HMF
aumenta mucho mas rapidamente en aquellas muestras con un contenido en solidos solubles
mas elevado y que han sido tratados a temperaturas mas altas.

En la Figura 5-61 puede observarse, de forma clara, la influencia que tiene el
contenido en solidos solubles de las muestras tratadas sobre la formacion de HMF. Asi,
tomando como ejemplo los tratamientos realizados a 98 °C, y comparando la evoluciéon que
ha seguido la formacion de HMF durante el tratamiento térmico en los cremogenados de
melocotén con los diferentes contenidos en solidos solubles ensayados, se advierte una
relacion evidente entre el contenido en sdlidos solubles de las muestras y la concentracion de
HMEF. Para las cuatro concentraciones ensayadas se aprecia un aumento del contenido de
HMEF con el tiempo de tratamiento, y este incremento en la concentracion de HMF es mucho
mayor cuanto mayor es la concentracion en solidos solubles de las muestras de cremogenado.
De esta forma, la concentracion de HMF que se ha alcanzado en el cremogenado de 11 °Brix,
tras 360 minutos de tratamiento a 98 °C, no ha superado las 200 ppm, en cremogenado de 20
°Brix la concentracion de HMF ha aumentado hasta alcanzar las 426 ppm, en cremogenado
de 30 °Brix la concentracion de HMF ha llegado hasta las 770 ppm, y finalmente en
cremogenado de 40 °Brix la concentracion final se ha situado en valores proximos a las 1000
ppm.

Los wvalores experimentales de concentraciones absolutas de HMF se han
transformado en valores de concentraciones relativas de HMF [HMF/HMF, y se han ajustado
a un modelo cinético de primer orden. En la Tabla 5-34 se presentan los resultados obtenidos
para los citados ajustes.
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K,10°

2

Concentracion T Ordenada r
(°Brix) °O) origen (min'l)
80 1,06 + 0,23 0,34+0,15 0,537
85 1,10+£0,13 0,72+0,16 0,857
11 90 1,02 £0,21 0,61 +0,20 0,724
95 1,1+0,3 1,9+1,2 0,960
98 1,1+0,5 2,1+0,9 0,930
80 1,02 +0,18 1,0+0,3 0,938
85 1,07 £0,15 1,604 0,934
20 90 1,01 £0,21 3,0+0,8 0,989
95 1,0+0,4 3,612 0,984
98 0,9+0,7 48+21 0,998
80 0,99 £0,12 1,7+ 0.4 0,952
85 0,95+ 0,18 2,7+0,4 0,982
30 90 1,01 £0,18 4,5+0,6 0,985
95 0,97 £0,17 59+1,1 0,995
98 1,1 +£1,1 6,7+ 1,8 0,992
80 1,01 £0,15 2,3+0,3 0,966
85 1,09 £0,15 3,4+04 0,969
40 90 0,9+0,5 5,5+0,9 0,995
95 1,0+0,7 7,4+1,0 0,993
98 1,2+ 1,0 82+1,2 0,979

Parametros cinéticos del ajuste al modelo de primer orden de la variacion de la concentracion relativa de HMF
[HMF/HMF,] en cremogenados de melocoton de distintas concentraciones tratados a varias temperaturas.

Segun se observa en la Tabla 5-34, para un mismo contenido en sélidos solubles, las
constantes cinéticas aumentan con la temperatura de tratamiento. Si se fija una temperatura
determinada, se observa que las constantes cinéticas aumentan con el contenido en sélidos

solubles.

En la Figura 5-62 se muestran las representaciones graficas de la evolucion de la
concentracion relativa de HMF en cremogenados de melocoton con un contenido en solidos
solubles de 11 y 20 °Brix tratados a distintas temperaturas y en la Figura 5-63 las
correspondientes a cremogenados de melocotdon con un contenido en so6lidos solubles de 30 y

40 °Brix.

Al objeto de correlacionar la variacion de las constantes cinéticas con la temperatura,
se han ajustado los valores de las constantes cinética de la Tabla 5-34 a una expresion de tipo

Arrhenius. Los valores de dicho ajuste se muestran en la Tabla 5-35.
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Orden de Concentracion K, E. r’

reaccion (°Brix) (min'l) (kJ/mol)
11 (6,2+0,9)10°  124+35 0,983
1 20 (43+0,6)10""  112+29 0,988
30 (2,8+0,6) 10°  99+29 0,982
40 (3,5+0,8)10°  68+26 0,994

Parametros de la ecuacion de Arrhenius resultantes de los ajustes de las constantes cinéticas del modelo de
orden uno para la variacion de la concentracion relativa de HMF [HMF/ HMF,)] en cremogenados de melocoton
de distintas concentraciones tratados a varias temperaturas.

Los coeficientes de determinacion obtenidos han sido relativamente elevados. Los
valores de las energias de activacion disminuyen con el contenido en sélidos solubles, y se
encuentra dentro del rango considerado normal por Gonzélez et al. (1988b), quienes afirman
que, para zumos de frutas, las energias de activacidon asociadas a un modelo cinético de
primer orden se situan en el rango de 15 a 30 kcal/mol (63 a 125 kJ/mol). Ibarz et al. (1989a),
estudiando las cinéticas de formacion de hidroximetilfurfural en concentrado de zumo de pera
de 70,4 °Brix almacenado a diferentes temperaturas, obtuvieron una energia de activacion de
80,7 kJ/mol. Toribio y Lozano (1987) al estudiar el efecto de la temperatura en la formacion
de HMF durante el tratamiento de zumo de manzana clarificado (15 a 70 °Brix) a altas
temperaturas (100 a 108 °C), obtuvieron valores de energias de activacion en el rango de 141
a 196 kJ/mol. Estos valores son relativamente elevados, y se encuentran por encima de los
denominados como normales por Gonzalez et al (1988b), lo cual puede ser debido a las
temperaturas de tratamiento tan elevadas que se han empleado en las experiencias.

11 Evolucion de los azucares durante el tratamiento térmico

En general, se observa una variaciéon en el contenido de azucares en funcién del
tiempo y de la temperatura del tratamiento, asi como del contenido en s6lidos solubles de las
muestras de cremogenado de melocoton. Esta variacion resulta mas acusada cuanto mayor es
la temperatura y el contenido en sélidos solubles.

11.1 Sacarosa

La hidrolisis de la sacarosa se ha estudiado a partir de los datos experimentales, que
expresan la concentracion de la misma en cada uno de los tiempos de muestreo durante el
tratamiento térmico. A partir de estos valores se han obtenido los valores de concentracion de
sacarosa relativa correspondientes [Sacarosa/Sacarosap, y se han ajustado a un modelo
cinético de primer orden, cuyos resultados se muestran en la Tabla 5-36.
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k;10°

2

Concentracion T Ordenada r
(°Brix) °O) origen (min'l)
80 1,03+0,13 1,23 +0,14 0,993
85 1,02 +0,23 1,62+0,13 0,989
11 90 1,05 +0,24 2,51+0,09 0,971
95 1,09 +£0,19 4,59+0,21 0,980
98 1,0+ 0,5 5,21+0,09 0,978
80 0,99 £0,16 1,80+ 0,15 0,997
85 0,97 £0,13 2,5+0,3 0,995
20 90 1,05 +0,24 4,0+0,4 0,994
95 1,0+0,5 6,1 +0.,5 0,997
98 1,1+0,7 8,6+1,1 0,981
80 1,00+ 0,16 2,14+ 0,09 0,993
85 0,99+ 0,21 32+0,4 0,998
30 90 1,0+ 0,5 5,8+ 04 0,999
95 1,10+£0,19 9,3+0,3 0,997
98 1,1 £0,6 12,5+0,8 0,986
80 1,04 £ 0,24 2,3+04 0,989
85 1,03+0,21 3,84 +0,24 0,990
40 90 1,09+ 0,15 6,4+0,9 0,994
95 1,1+0,7 9,8+ 1,0 0,995
98 1,7+ 0,6 16,1+1,2 0,943

Parametros cinéticos del ajuste al modelo de primer orden de la variacion de la concentracion relativa de
sacarosa [Sacarosa/ Sacarosay] en cremogenados de melocoton de distintas concentraciones tratados a varias
temperaturas.

En la Figura 5-64, donde se representa la variacion de la concentracion relativa de
sacarosa en cremogenado de 30 °Brix tratado a distintas temperaturas, asi como los ajustes a
cinéticas de orden uno, puede observarse de forma grafica como la concentracion de sacarosa
en las muestras disminuye a medida que el tratamiento térmico se prolonga, y se aprecia
cémo al aumentar la temperatura de tratamiento la desaparicion de la sacarosa, por efecto de
su hidrolisis, se hace mucho mas acusada. Este efecto de la temperatura de tratamiento sobre
la desaparicion de la sacarosa se hace indiscutible al comparar la evolucion de la sacarosa al
ser tratada a 80 °C, donde la proporcion de sacarosa hidrolizada, tras 480 minutos de
tratamiento, representa aproximadamente el 60 % de la sacarosa inicial, frente a tratamientos
mas severos, como 98 °C, donde la sacarosa hidrolizada ha supuesto el 99 % de la sacarosa
inicial.

Al objeto de cuantificar el efecto de la temperatura sobre la velocidad de desaparicion
o hidrolisis de la sacarosa, se han ajustado las constantes cinéticas obtenidas para el modelo
de orden uno a la ecuacion de Arrhenius linealizada. Los valores de la energia de activacion y
del factor de frecuencia, asi como los correspondientes coeficientes de determinacion,
obtenidos de los ajustes se muestran en la Tabla 5-37. En la Figura 5-65 se representan, de
forma gréfica, los valores de In k; frente al inverso de la temperatura absoluta.
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Orden de Concentracion K, E, r’

reaccion (°Brix) (min'l) (kJ/mol)
11 (1,4+0,7) 10"  113+25 0,991
1 20 (2,6 +0,8)10"  108+18 0,997
30 (1,7+0,2) 10" 94+ 19 0,992
40 6,9+ 1,0)10° 93 +21 0,980

Parametros de la ecuacion de Arrhenius resultantes de los ajustes de las constantes cinéticas del modelo de
orden uno para la variacion de la concentracion relativa de sacarosa [Sacarosa/Sacarosay] en cremogenados de
melocoton de distintas concentraciones tratados a varias temperaturas.

Los coeficientes de determinacién que se han obtenido para los ajustes han sido
elevados, superiores a 0,990 exceptuando el correspondiente al cremogenado de melocoton
de 40 °Brix, que ha sido de 0,980. De acuerdo con estos valores, puede afirmarse que el
modelo de Arrhenius describe de forma conveniente el efecto de la temperatura sobre las
cinéticas de desaparicion de la sacarosa en cremogenado de melocoton tratado térmicamente.
Tabla 5-37

Los valores de la energia de activacion han sido menores a medida que la
concentracion de las muestras de cremogenado de melocoton era mayor, y se han situado en
el rango de 113-93 kJ/mol para el rango de concentraciones de 11 a 40°Brix. El factor de
frecuencia ha presentado una tendencia similar disminuyendo al aumentar la concentracion
de las muestras de cremogenado.

De acuerdo con la tendencia que ha presentado la energia de activacion cabe
considerar que cuanto menor sea la concentracion de las muestras de cremogenado tratado
mayor sera la influencia de la temperatura, o dicho de otro modo un incremento determinado
de la temperatura de tratamiento tendrd una mayor influencia sobre la desaparicion de
sacarosa en cremogenado de 10 °Brix que en cremogenado de 40 °Brix.

11.2 Hexosas

Al analizar los valores experimentales de la evolucion del contenido de hexosas
(fructosa y glucosa) durante el tratamiento térmico de cremogenado de melocotén no se ha
encontrado que sigan ninguna tendencia definida. En la Figura 5-66 se representan de forma
grafica, y a modo de ejemplo, la variacion de la concentracion de glucosa en cremogenado de
30 °Brix tratado a distintas temperaturas, y en la Figura 5-67 se representan los
correspondientes a la fructosa, también para cremogenado de melocoton de 30 °Brix tratado a
distintas temperaturas.

De forma general, se puede observar que, tanto el contenido de glucosa como el de
fructosa en el cremogenado de melocoton experimentan un aumento inicial que, a lo largo del
tratamiento térmico, tiende a estabilizarse. No obstante, la tendencia que presentan no es
clara, y los ajustes que se han intentado a los distintos modelos propuestos no han dado
resultados satisfactorios.

Como se ha comentado en el apartado 18.3. "Modelos cinéticos para la variacion de
azucares" de la Introduccién, para estudiar la variacion de las hexosas durante el tratamiento
térmico de cremogenado de melocotdn, se han ensayado tres posibles modelos cinéticos. Sin
embargo los resultados obtenidos no han presentado ninguna coherencia para ninguno de los
modelos estudiados, ya que las constantes cinéticas toman valores positivos y negativos, por
lo que no es posible afirmar que los modelos utilizados sean aplicables para describir la
evolucion de estos azucares.

La cinética que siguen estos azucares durante el tratamiento térmico del cremogenado
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de melocotoén es muy compleja. La sacarosa, que se hidroliza durante el tratamiento térmico
del cremogenado, origina un aumento en el contenido de fructosa y glucosa, pero este
aumento es contrarrestado por la desaparicion de las dos hexosas, que forman parte de una
reaccion de deshidratacion catalizada por los 4cidos, para formar HMF (Resnik y Chirife,
1979; Petriclla e al., 1985). Esta puede ser la causa de que, en ninguno de los modelos
propuestos se hayan obtenido resultados lo suficientemente satisfactorios como para poder
extraer conclusiones acertadas.
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VI Conclusiones

Del andlisis de los resultados presentados en el capitulo anterior pueden obtenerse las
siguientes conclusiones:

Caracterizacion reolégica:

1- El comportamiento reoldgico del cremogenado industrial de melocotdn, en el rango
de temperaturas y concentraciones estudiadas, puede considerarse como seudoplastico, y se
puede describir segun el modelo de la ley de la potencia.

El indice de comportamiento al flujo tiende a aumentar conforme aumenta la
temperatura.

2- El efecto de la temperatura sobre la variacion del indice de consistencia puede
describirse mediante una ecuacion tipo Arrhenius. Ademads, se observa que al aumentar el
contenido en sélidos solubles del cremogenado aumenta también el valor de las energias de
activacion. Esto podria ser debido a su elevado contenido en fibra y pectinas.

El efecto de la concentraciéon sobre la variacion del indice de consistencia en
cremogenado de melocotdn es descrito satisfactoriamente por un modelo de tipo exponencial.

3.- De los diferentes modelos ensayados para describir el efecto combinado de la
temperatura y la concentracion sobre la variacion del indice de consistencia en cremogenado
de melocoton, el que presenta mejores resultados es el que viene dado por la expresion:

Modelo 1:

Kci = 0,016 exp(1343 - +0,122 C) (Pa.s") (1)

donde: K¢ es el indice de consistencia para el modelo 1 en Pa.s”, T es la temperatura en
Kelvin y C es la concentracion del cremogenado de melocoton en °Brix.

Caracterizacion Microbioldgica:

4.- La especie aislada con mayor frecuencia en el cremogenado de melocotdn, antes
de la homogeneizacion y la pasteurizacion, ha sido Bacillus badius; en el producto acabado
Penicillium sp., y en el producto alterado Saccharomyces cerevisiae.

5.- Debido a sus particulares caracteristicas fisico-quimicas (pH, actividad de agua,
contenido en azucares y nutrientes) el cremogenado de melocotén constituye un medio de
cultivo muy selectivo para la microflora que puede desarrollarse en él. Las levaduras y los
son mohos los microorganismos mejor adaptados, aunque estos ultimos no pueden
desarrollarse adecuadamente debido a las condiciones de conservacion y almacenamiento del
cremogenado.

6.- Todas las muestras de cremogenado de melocoton alterado han presentado
alteraciones tipicas de ataque por levaduras. Ademas, las levaduras han demostrado su
capacidad para alterar el cremogenado de melocoton estéril.

7.- La asociacion microbiana alterante del cremogenado objeto de este estudio esta
formada por levaduras, existiendo indicios suficientes para proponer a la especie
Saccharomyces cerevisiae como el principal agente alterante.

Cinéticas de Deterioro:
8.- El crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en cremogenado de melocoton puede
ser modelizado mediante una funcion de tipo Gompertz.
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9.- La temperatura de incubacion o de almacenamiento tiene una influencia decisiva
sobre el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en cremogenado de melocoton, y por tanto
sobre su alteracion. La concentracion inicial de levaduras en el cremogenado también influye
en el grado de alteracion del producto, de forma que cuanto mayor es la concentracion inicial
de levaduras en el cremogenado, més intensa es su alteracion. Esta influencia de la
concentracion inicial de levaduras es mas acusada a bajas temperaturas.

Se observa una clara relacion entre el aumento de la poblacion de Saccharomyces
cerevisiae en el cremogenado y el descenso de los °Brix del mismo, provocado por un
consumo de nutrientes, especialmente azucares, por parte de las levaduras. Asi, el
crecimiento de las cepas de Saccharomyces cerevisiae estudiadas provoca una disminucion
de los solidos solubles del cremogenado, pero sin que, en ninglin caso, el contenido final sea
inferior a 5 °Brix.

A lo largo del proceso de alteracion del cremogenado de melocotén por
Saccharomyces cerevisiae, no se observan variaciones apreciables en el pH del producto.

10.- Las tres cepas de Saccharomyces cerevisiae estudiadas han mostrado una mayor
sensibilidad térmica en cremogenado de melocoton, con unos valores Dgy de 0,53, 0,20 y 0,10
min. para las cepas 26, 99 y 204 respectivamente.

El pH del medio de tratamiento no ha influido de forma significativa sobre la
termorresistencia de las tres cepas de Saccharomyces cerevisiae estudiadas.

El medio de tratamiento no ha influido significativamente en los valores z, que ha
variado entre 3,2 (cepa 26 en cremogenado de melocotén) y 5,9 (cepa 204 en cremogenado
de melocoton).

11.- La velocidad de pardeamiento no enzimdatico se ve incrementada con la
concentracion y la temperatura de tratamiento. Sin embargo, cuando la temperatura de
tratamiento es elevada, un aumento del contenido de sélidos solubles no siempre supone un
aumento de la velocidad de pardeamiento.

12.- El comportamiento de los distintos parametros colorimétricos estudiados ha sido
el siguiente:

- La absorbancia a 420 nm de la fraccion liquida del cremogenado de melocoton
aumenta al aumentar la concentracion y la temperatura de tratamiento, siguiendo una cinética
que puede ser explicada tanto por un modelo de orden cero como de orden uno.

- La relacion existente entre las coordenadas a* y b* indica un claro predominio de
tonos rojos y amarillos en el color del cremogenado de melocoton. Las coordenadas a* y b*
tienden a disminuir con el tiempo de tratamiento, y con el incremento de la temperatura y la
concentracion del cremogenado.

- La luminosidad, L*, varia en el tiempo segin un modelo cinético exponencial.
Aunque, en las condiciones estudiadas también es valido un modelo lineal.

- La evolucion de la diferencia de color, AE*, es explicada por el modelo cinético
combinado.

- La diferencia de croma, AC*, en las condiciones estudiadas, se ajusta a un modelo
combinado cuando la concentracion y la temperatura de tratamiento son elevadas. En el resto
de los casos el modelo cinético de orden cero se ajusta mejor.

- El indice de pardeamiento descrito por Buera, no ha resultado adecuado para
describir el pardeamiento no enzimatico que tiene lugar en cremogenado de melocoton
durante su tratamiento térmico.

13.- Todos los parametros analizados han mostrado una dependencia de la
temperatura que puede ser expresada segun una ecuacion de tipo Arrhenius. En la mayoria de
los casos estudiados, y para modelos cinéticos sencillos, la energia de activacion toma valores
inferiores cuanto mayor es la concentracion del cremogenado. Por tanto, una disminucion del
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contenido en sdlidos solubles supone un mayor efecto de la temperatura en la velocidad de
pardeamiento. Los valores de E, obtenidos estan dentro del rango de 58 a 148 kJ/mol.

14.- La velocidad de formacion de HMF aumenta con la temperatura de tratamiento y
el contenido en solidos solubles, y puede ser descrita por una cinética de primer orden. Las
constantes cinéticas de la reaccion de formacion de HMF evolucionan en funcion de la
temperatura, siguiendo un modelo de Arrhenius. Los valores de E, obtenidos estan dentro del
rango de 68 a 124 kJ/mol.

15.- La velocidad de hidrolisis de la sacarosa aumenta con el contenido en solidos
solubles y la temperatura de tratamiento, y puede describirse mediante una cinética de primer
orden. Por el contrario, las hexosas (fructosa y glucosa) no se ajustan a ninguno de los
modelos propuestos.

De forma general, puede concluirse que el pardeamiento no enzimatico en el
cremogenado de melocoton aumenta con el contenido en solidos solubles y con la
temperatura de tratamiento. Ademads, existe una clara dependencia entre las constantes
cinéticas de pardeamiento no enzimatico y la temperatura de tratamiento, que puede
expresarse segun el modelo o ley de Arrhenius.
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