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Resumen

El objetivo de la tesis fue elaborar de forma estandarizada un caldo de pescado, de gran
interés por su valor nutritivo y porque se utilizan subproductos de la pesca y descartes, con
la finalidad de conseguir su estabilizacion fisica, quimica y microbioldgica mediante la
aplicaciéon de la tecnologia de homogenizacion a ultra alta presion (UHPH), como
tecnologia que puede ser una alternativa a los tratamientos por calor como la ultra alta

temperatura (UHT).

Los estudios realizados fueron: 1) Elaborar sensorialmente una formula estandarizada de
caldo de pescado, basada en el perfil olfato-gustativo y su coste econdmico; 2) determinar
el efecto de la aplicacion de tratamientos UHPH a 300 MPa a temperaturas de entrada (To)
entre 45 y 75 °C, en cuanto la estabilidad microbioldgica, fisica y sensorial y 3) evaluar la
vida util de los caldos de pescado tratados a dos To de 75 y 85 °C, y conservados a
temperatura ambiente durante 135 dias, determinando la evolucion de sus caracteristicas
fisicas, quimicas y microbiologicas de dos caldos de pescado, uno basado en la formulacion
estandar (CPS) y otro con la adicion de proteina de pescado hasta un 2%. Ademas, se realizd
la comparacion del efecto UHPH a 75 °C en el caldo CPS, respecto al tratamiento UHT de

homogenizacidn-esterilizacion térmica.

En el primer estudio tras la evaluacion en la contribucion organoléptica de las diferentes
materias primas, sobre todo del pescado, pero también de los vegetales, condimentos y
especias, el caldo con mejores caracteristicas organolépticas, y mas econdmico contenia,
esencialmente, pescado con 45% con cabeza de rape y de roca en la misma proporcion. El
contenido en proteina, lipidos, minerales y componentes antioxidantes fueron los

apropiados para este tipo de producto, incluso fueron superiores al caldo comercial.

En el segundo estudio, el caldo de pescado tratado por UHPH fue estable fisicamente, con
una reduccion del tamano de particula, aunque aument6 la luminosidad y disminuy6 el color
amarillo al incrementar la temperatura de entrada del tratamiento UHPH. En los
tratamientos UHPH con Ty entre 55 y 65 °C se consigui6 una reduccion de la microbiota,
aunque para su conservacion se requiere refrigeracion. Sin embargo, en los tratamientos con
Tode 75 °C, el caldo de pescado fue microbiologicamente estéril, en el sensorialmente no

se apreciaron diferencias en la impresion general respecto al caldo no tratado.

En el el ultimo estudio, se evaluo la estabilidad de dos caldos de pescado CPS y CPSP

conservados a temperatura ambiente. Los tratamientos UHPH no afectaron al valor nutritivo




de los caldos de pescado, manteniéndose el perfil de 4cidos grados. No se apreciaron
diferencias estadisticamente significativas en los parametros indicadores de la degradacion
oxidativa de los lipidos tras el tratamiento UHPH o UHT, aunque se observaron diferencias
en funcion del contenido en proteinas del caldo que de inicio presentd una mayor
degradacion lipidica. Durante su conservacion aumentaron los compuestos fluorescentes en
la fase acuosa, posiblemente como consecuencia de la reaccion de compuestos formados
durante la oxidacion de lipidos, y compuestos aminos libres del caldo de pescado, que tuvo
como consecuencia un aumento hacia el color amarillo. Respecto a la estabilidad coloidal,
tras los tratamientos UHPH se produjo una disminucién del tamaio de particula, que
permiti6 la estabilidad del producto en el caldo de pescado estdndar durante los 135 dias de
conservacion, no asi en el caldo CPSP. No se observaron diferencias tras los tratamientos
UHPH y UHT en los diferentes parametros, incluso en el analisis sensorial, excepto en la
distribucion de particulas, por lo que seria necesario realizar un estudio de vida util en caldo

de pescado tratado por UHT para confirmar estos resultados.
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Abstract

This doctoral dissertation focuses on standardizing a fish broth ready for consumption, of
great interest for its nutritional value and because by-products of fishing and discards are
used. Ultra-high-pressure homogenization technology (UHPH) was applied to achieve
physical, chemical, and microbiological stabilization of fish broths as an alternative to ultra-

high temperature (UHT).

The studies carried out were: 1) Elaborate and sensorily select a standardized fish broth
formula, based on the olfactory-gustatory profile and its economic cost; 2) determine the
effect of the application of UHPH treatments at 300 MPa at inlet temperatures (T0) between
45 and 75 °C, regarding the microbiological, physical and sensory stability of the fish broth
and 3) Evaluate the shelf life of the broths of fish treated at two TO 75 and 85 °C, and
preserved at room temperature for 135 days, determining the evolution of their physical,
chemical and microbiological characteristics of two fish broths, one based on the standard
formulation (CPS) and another with the addition fish protein up to 2%. In addition, the
comparison of the UHPH effect at 75 °C in the CPS was made, concerning its commercial
counterpart, the UHT treatment of thermal homogenization-sterilization (18+4 MPa, 142 °C
65)

The first study focused on evaluating the relevance of the different raw materials on the
organoleptic quality, especially of fish, but also vegetables, condiments, and spices. The
fish broth with the best organoleptic characteristics, and the most economical, contained
fish with 45% with head monkfish and rockfish in the same proportion. The protein, lipids,
minerals, and antioxidant components were appropriate for this product, and they were even

higher than the commercial broth.

In the second study, the UHPH broth was stable with a reduction in the particle size but
increased luminosity and decreased yellow colour with increasing inlet temperature. UHPH
treatments with inlet temperatures between 55 and 65 °C, a noticeable reduction of the
microbiota was achieved, although refrigeration was required for its conservation. However,
with UHPH treatments at TO of 75 °C, the fish broth was microbiologically sterile. Despite
the differences observed in the instrumental colour, sensory differences were not

appreciated in the general impression of harmony between taste, aroma, viscosity.

Finally, the latest study focused on evaluating the stability of two CPS and CPSP fish broths

preserved at room temperature. UHPH treatments did not affect the nutritional value of the
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fish broths, maintaining the fatty acid profile. Despite this, although no statistically
significant differences were observed in the parameters indicating the oxidative lipid
degradation after the UHPH or UHT treatment, differences were observed depending on the
protein content of the broth, which initially presented higher lipidic degradation. The
fluorescent compounds in the aqueous phase increased during its conservation, possibly due
to the reaction of compounds formed during the oxidation of lipids and free amino
compounds of the fish broth, which increased the yellow colour. Regarding colloidal
stability, after the UHPH treatments, a decrease in particle size was obtained. This fact
allowed that CSP broth remained physically stable during the 135 days of conservation.
However, the CPSP broth was unstable at 45 days of storage. No differences were observed
after UHPH and UHT treatments in the different parameters, but a shelf-life study would be

necessary to reaffirm these results.
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Resum

L'objectiu de la tesi va ser elaborar un brou de peix estandard, de gran interés pel seu valor
nutritiu 1 perque s'utilitzen subproductes de la pesca i restes de peix, amb la finalitat
d'aconseguir la seva estabilitzaci6 fisica, quimica i microbioldgica mitjangant I'aplicacio de
la tecnologia d’homogeneitzacid a ultra alta pressio (UHPH), com a tecnologia alternativa
als tractaments per calor com la ultra alta temperatura (UHT).

Els estudis realitzats van ser: 1) Elaborar sensorialment una formula estandarditzada de brou
de peix, basada en el perfil olfacte-gustatiu i el seu cost economic; 2) determinar 1'efecte de
l'aplicaci6 de tractaments UHPH a 300 MPa a temperatures d'entrada (To) entre 45 1 75 °C,
en relacio a I'estabilitat microbiologica, fisica i sensorial i 3) avaluar la vida util dels brous
de peix tractats a dues TO de 75 i 85 °C, i conservats a temperatura ambient durant 135 dies,
determinant l'evoluci6 de les seves caracteristiques fisiques, quimiques i microbiologiques
de dos brous de peix, un basat en la formulaci6 estandard (CPS) i un altre amb 1'addici6 de
proteina de peix fins a un 2%. A més, es va realitzar la comparaci6 de 1'efecte UHPH a 75
°C al brou CPS, respecte al tractament UHT d’homogeneitzacid-esterilitzaci6 térmica.

En el primer estudi després de l'avaluacid a la contribucioé organoléptica de les diferents
materies primeres, sobretot del peix, perd també dels vegetals, condiments i especies, el
brou amb millors caracteristiques organoléptiques, i més econdmic contenia, essencialment,
peix amb 45% amb cap de rap i de roca en la mateixa proporcio. El contingut en proteina,
lipids, minerals i components antioxidants va ser 1’adequat per a aquest tipus de producte,
fins 1 tot va ser superior al brou comercial.

Al segon estudi, el brou de peix tractat per UHPH va ser estable fisicament, amb una
reduccio de la mida de particula, encara que va augmentar la lluminositat i va disminuir el
color groc en incrementar la temperatura d'entrada del tractament UHPH. Als tractaments
UHPH amb TO entre 55 1 65 °C, es va aconseguir una reduccid de la microbiota, encara que
per a la seva conservacio es requereix refrigeracid. No obstant aixo, en els tractaments amb
To de 75 °C, el brou de peix va ser microbiologicament estéril, i sensorialment no es van
apreciar diferéncies en la impressio general respecte al brou no tractat.

A 1"ltim estudi, es va avaluar l'estabilitat de dos brous de peix CPS i CPSP conservats a
temperatura ambient. Els tractaments UHPH no van afectar el valor nutritiu dels brous de
peix, i es va mantenir el perfil d'acids grassos. No es van apreciar diferéncies estadisticament

significatives en els parametres indicadors de la degradacié oxidativa dels lipids després del




tractament UHPH o UHT, encara que es van observar diferéncies en funcio del contingut
en proteines del brou, que inicialment va presentar una degradacio lipidica més gran. Durant
la seva conservacid van augmentar els compostos fluorescents a la fase aquosa,
possiblement a causa de la reacci6 de compostos formats durant 'oxidaci6 de lipids, i
compostos aminats lliures del brou de peix, que va tenir com a conseqiiéncia un augment de
la tonalitat groguenca. Respecte 1'estabilitat col-loidal, després dels tractaments UHPH es
va produir una disminuci6 de la mida de particula, que va permetre 'estabilitat del brou CPS
durant els 135 dies de conservacid, no aixi al brou CPSP. No es van observar diferéncies
després dels tractaments UHPH i UHT en els diferents parametres, inclosa l'analisi
sensorial, excepte en la distribucié de particules, per la qual cosa caldria fer un estudi de

vida util en brou de peix tractat per UHT per confirmar aquests resultats.
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Capitulol. Antecedentes, Objetivos y Plan de Trabajo

1.1 Antecedentes

Son numerosos los informes que relacionan el consumo de pescado y la reduccion del
riesgo de enfermedades cardiovasculares y/o metabdlicas. Los beneficios de consumir
pescado se deben entre otras causas, a la presencia de una alta cantidad de 4cidos grasos
poliinsaturados omega-3, de vitaminas A, D, y Bi2, al contenido equilibrado de
aminodcidos esenciales, la presencia de antioxidantes como los tocoferoles y la buena
calidad y digestibilidad de la proteina (Nunes et al., 2011). Por ello, su consumo ha
aumentado considerablemente entre la populacion mundial, pasando de 9,0 kg por
persona/afio en 1961, a 20,5 kg en 2018, presentando desde entonces un incremento anual

de aproximadamente un 1,5% (FAO, 2020).

La flota pesquera mundial tiene mas capacidad pesquera de la que los ecosistemas marinos
pueden proporcionar de una forma sostenible (SCP/RAC, 2007). Por lo que, a finales de
2015, las Naciones Unidas aprobaron y publicaron un informe denominado Agenda 2030
para el desarrollo sostenible, que tiene como objetivo conservar y utilizar de forma
sostenible los océanos, los mares y los recursos marinos (FAO, 2020). En relacion con este
problema, la industria vinculada al sector pesquero es cada vez mas consciente de la
necesidad de maximizar el rendimiento a partir de su materia prima, siendo de especial
importancia, la utilizacion de lo que se denominan descartes. Los descartes de la industria
pesquera estan constituidos por pescados de bajo valor comercial (Hasan and Halwart,
2009), asi como de los subproductos derivados del proceso de transformacion durante el
fileteado (cabezas, espinas dorsales, cortes y peces de inferior tamafio al esperado) y el

eviscerado (higado, huevas, gonadas y tripas (Bombardelli et al., 2005).

El aprovechamiento es ademas importante porque también son una fuente natural de 4cidos
grasos poliinsaturados de la serie omega 3, y de proteina de alto valor nutricional. Por lo
cual, hay un gran interés en producir industrialmente productos con un mayor valor anadido
a partir de ellos, como serian los caldos y sopas de pescado, que son alimentos que se
consumen a nivel mundial, ya que son adecuados en la dieta de la poblacion general y es
apto para todas las edades (Mol, 2005). En la actualidad, este tipo de producto tiene
diversas formas de presentacion en el mercado, en funcion de su procesado y tratamiento
tecnologico, siendo frecuente que se incorporen componentes “naturales” o no, que
permiten enmascarar el sabor y aroma causado por determinados ingredientes,

especialmente visceras, que causan un rechazo en el consumidor. Ademas, asociado a
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factores de la estabilidad enziméatica y nutricional del producto, algunas industrias elaboran
estos productos a partir de hidrolizados y concentrados a base de pescado (Bombardelli et

al., 2005).

Este tipo de producto estabilizado mediante procesos térmicos de esterilizacion a ultra altas
temperaturas (UHT), son muy atractivos para el consumidor, ya que el producto esta listo
para ser consumido normalmente tras un calentamiento previo, o puede ser utilizado como
ingrediente, de forma que considerando el estilo de vida actual en la que se tienen menos
horas disponibles para la elaboracion de alimentos, permite su utilizaciéon de forma
inmediata en el hogar, asi como también, por su rapida disponibilidad, en la restauracion
colectiva social y comercial. Sin embargo, una limitacién o inconveniente de estos caldos
UHT es su estabilidad fisica durante su vida 1til y el efecto sobreanadido de las altas
temperatura en sus componentes, aspectos que podrian optimizarse con la utilizacion de la
tecnologia emergente de homogeneizacion a ultra alta presion o UHPH (en sus siglas
inglesas), como se ha demostrado en otros alimentos liquidos en los que se evidencian
mejoras a largo plazo, en la estabilidad coloidal, nutricional, quimica y microbioldgica,
manteniendo la calidad sensorial del producto respecto a la elaboracion tradicional de
diferentes alimentos liquidos como la leche, zumos, licuados vegetales y horchata (Pereda
et al., 2007; Veldzquez-Estrada et al., 2008, 2012; Sudrez-Jacobo et al., 2010; Ferragut et
al., 2015; Codina-Torrella et al., 2018).

1.1.1 Objetivos

El objetivo general de la tesis fue elaborar y estandarizar un caldo de pescado listo para su
uso/consumo, a partir de subproductos o descartes de la industria pesquera, concretamente
de peces pelagicos costeros (considerados de bajo valor comercial) y cabezas de pescado
de rape (Lophius piscatorius), con la finalidad de conseguir su estabilizacion fisica,
quimica y microbioldgica mediante la aplicacion de la tecnologia de homogenizacion a

ultra alta presion (UHPH).
Los objetivos especificos fueron los siguientes:

+ Elaborar y seleccionar sensorialmente una férmula estandarizada de caldo de pescado
y optimizada en funcion de sus caracteristicas, basadas en el perfil olfato-gustativo y

su coste economico.
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% Determinar el efecto de la aplicacion de tratamientos UHPH a 300 MPa y a
temperaturas de entrada entre 45 y 75 °C, en la estabilidad microbiolédgica y fisica de

los caldos de pescado.

+ Evaluar la vida util de los caldos de pescado tratados por UHPH A 300 MPA a dos
temperaturas de entrada 75 y 85 °C, y conservados a temperatura ambiente,
determinando la evolucion de sus caracteristicas fisicas y quimicas, en especial de la

fraccion lipidica, asi como en su estabilidad microbiologica.

¢ Comparar el efecto en las caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y de
estabilidad microbiologica, entre caldos de pescado con tratamientos de UHPH a 300

MPa a temperaturas de entrada de 75 y 85 °C respecto a los tratados UHT.

¢ Comparar el efecto en las caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y de
estabilidad microbiolégica, en caldos de pescado elaborados con la formulacion
estindar-CPS con un 1% de proteina, y caldos de composicion mejorada
nutritivamente mediante la adicion de proteina de pescado hasta un 2%, tras la

aplicacion de tratamientos de UHPH a 300 MPa a 85 °C como temperatura de entrada.

1.1.2 Plan de trabajo

El caldo de pescado se produjo en las instalaciones de la planta piloto del centro de
Innovacion, Investigacion y Transferencia en Tecnologia de alimentos, en sus siglas en

catalan CIRTTA, de la Universidad Autéonoma de Barcelona (UAB).
Las etapas planteadas para la realizacion de esta tesis fueran los siguientes:

Etapa 1: Se llevo a cabo la elaboracion del caldo de pescado a partir de especies de pescado
de bajo valor comercial, realizdndose diferentes pruebas sensoriales, de composicion y de
actividad antioxidante, para obtener la formulacion estdndar optimizada respecto a las
caracteristicas del perfil olfato-gustativo y su coste para poder ser industrializado (Figura

1.1).

Etapa 2: se aplicaron tratamientos UHPH a temperaturas de entradas entre 45y 75 °C, a
300 MPa, evaluandose tras la produccion sus caracteristicas microbiologicas,
fisicoquimicas y fisicas. Para evaluar la estabilidad microbiologica, las muestras se
conservaron en refrigeracion (4 y 8 °C) y temperatura ambiente 20-25 °C durante 20 dias,

realizando su andlisis los dias 1, 3, 5, 10, 15 y 20. El anélisis sensorial para determinar la
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existencia de posibles cambios organolépticos perceptibles para el consumidor, se realizd
en el caldo tratado mediante UHPH 75 °C, que presentd los mejores resultados de

estabilidad microbiologica (Figura 1.2).

Etapa 3: Tras la seleccion de los tratamientos UHPH 300 MPa de las temperaturas de
entrada de UHPH 75 y 85 °C, 300 MPa, se realiz6 el estudio de vida til, conservando los
caldos a temperatura ambiente (20-25 °C), evaluando su estabilidad microbiologica
(esterilidad), y la evolucién de parametros de estabilidad fisica y quimica en la fraccion
lipidica de los caldos, en los dias 0, 45, 90 y 135 de conservacion (Figura 1.3a). Para
mejorar nutricionalmente el caldo de pescado estandar (CPS), se increment6 el porcentaje
de proteinas hasta aproximadamente un 2%, denominado CPSP, para posteriormente
comparar el efecto del tratamiento UHPH a 300 MPa a 85 °C, evaluando su estabilidad

microbioldgica (esterilidad), y parametros fisicos y quimicos (Figura 1.3b).

Etapa 4: Se comparo el efecto en las caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas de
los caldos de pescado estandar, tras aplicar tratamientos UHPH (300 MPaa 75y 85 °C) y
UHT (homogenizaciéon 18 + 4 MPa y tratamiento 142 °C en 6 s), tratamiento tecnologico

de referencia a nivel industrial (Figura 1.4).
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Figura 1.1. Elaboracion de caldo de pescado estandar-CPS. Estandarizacion y caracterizacion
(Etapa 1).
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Capitulo2. Introduccion

2.1 El Pescado

2.1.1 Produccion v Consumo

2.1.1.1 La pesca responsable y sostenible

La escasez de productos de la pesca anunciada ya en los afios 80 fue el inicio de la discusion
de que los recursos marinos, si bien son renovables, no son infinitos. En 1982, como una forma
de frenar las capturas desmesuradas e incontroladas de la poblacion acuicola, se aprobo el
documento denominado Convencion de las Naciones Unidas sobre el Derecho del Mar
(CNUDM), también denominado la “Constitucion sobre los océanos”. Dicho tratado
proporcioné un marco internacional para la ordenacion de los recursos pesqueros, con el
establecimiento de las responsabilidades, los derechos y los contratos juridicamente obligados
o vinculantes (orientativos) sobre la explotacion de los recursos pesqueros. Su desarrollo fue
la base para la implantacion del codigo de conducta para la pesca responsable, aprobado a
finales de 1995, y que desde 2015, es parte del plan de accion de la agenda 2030, con el lema
denominado el Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) (FAO, 2020).

A nivel de la Uniéon Europea (UE) el acuerdo pesquero se rige bajo el acuerdo de la politica
pesquera comun (PPC), que, si bien su concepto se introdujo en los afos setenta, su ejecucion
se actualiz6 entre los afios 2013 y 2020. Consta de normas referidas a la utilizacién de un
sistema en el que se realicen capturas sostenibles, aplicando una pesca selectiva y suprimiendo
de forma progresiva la practica del descarte, comenzando su aplicacion de forma gradual,
aunque obligatoria, en la fase de desembarque (Comision Europea, 2020). En general, en los
diferentes tratados y regulaciones aprobados se promueve a que se capturen especies pesqueras

con capacidad reproductiva alta.

Por otra parte, se debe tener en cuenta que la flota pesquera mundial tiene més capacidad para
pescar de la que el ecosistema marino pueda abastecer de forma sostenible (SCP/RAC, 2007),
produciéndose un descenso en la fraccion de la poblacion acuicola, dentro de los niveles
bioldgicamente sostenibles, de un 90% en 1974 al 65,8% en 2017. Adicionalmente, los datos
obtenidos en las etapas iniciales de la declaracion de la pandemia del COVIDd-19, revelan que
las actividades pesqueras se redujeron en todo el mundo alrededor de un 6,5 %, y cuyo impacto

en la vida marina aun esta por estudiar (FAO, 2020).

22



Material y Métodos

2.1.1.2 El panorama mundial

La estadistica referente a la produccion pesquera mundial, publicadas por la FAO en “El estado
mundial de la pesca y la acuicultura”, conocido por sus siglas inglesas SOFIA, destacan cifras
que rozan los 178,5 millones de toneladas de pescado producidos en 2018. En términos
absolutos se produjeron 60,7 millones de toneladas més, en comparacion con la produccion de
117,8 millones de toneladas de 1998. En el periodo de esos 20 afios y en funcion del sector, se
produjo una reduccion en la produccion del 74 al 54%, en la pesca por captura (marina y
continental), mientras que en el sector de la acuicultura (marina y continental) aumento casi el
doble, pasando de un 26 a un 46%. La tendencia para el afio 2030 es que la produccion mundial
aumentard a 204 millones de toneladas, y que la acuicultura constituird el 53% de dicha

produccion (FAO, 2002, 2012, 2020) (Figura 2.1).

QOO0

Captura, aguas continentales M Captura, aguas marinas Acuicultura, aguas continentales W Acuicultura, aguas marinas

Figura 2.1. Evolucion del porcentaje de contribucion de la pesca mediante captura y acuicultura en la
produccion total mundial en los ultimos 20 afios (FAO, 2002, 2012, 2020).

En este contexto, China ademas de ser lider en la produccion, tanto del pescado de captura
marina y acuicultura, es el principal exportador desde el afio 2002, seguido en las exportaciones
de Noruega (desde 2014) e India (desde 2017). En 2018, las importaciones de la Uniéon Europea
(UE-28 miembros) representaron un 34% del total mundial, siendo el principal importador del
mundo, seguido de los Estados Unidos de América con un 14%, y Japon y China, que en ambos
casos fueron de un 9% de la importacion mundial. En términos comerciales, es en los productos
pesqueros en los que se realiza un mayor intercambio comercial dentro del sector alimentario
mundial. En esta comercializacion, y gracias a los acuerdos transfronterizos es posible producir

en un pais, procesar en un segundo y consumir en un tercero.

Respecto al consumo mundial per capita, en 2018 fue de unos 20,5 kg, observandose un

considerable incremento, si se compara con el consumo de los afios 60 que fue de 9 kg per
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capita. No obstante, si se hace una evaluacion entre diferentes regiones y estados del mundo

hay notables diferencia entre ellos (Figura 2.2) (FAO, 2020).

2.1.1.3 Paises Comunitarios: UE-28 miembros

En 2018, la produccién comunitaria alcanzo los 6,65 millones de toneladas de pescado, de los
que el 80% fueron de captura marina y el 20% restante de la produccion acuicola. Dicha
produccion supuso un 37% del total producido en el continente europeo, y un 3% del total
mundial (EUMOFA, 2020). Entre los principales productores se encuentra Espafia, que
encabez6 la produccién marina y la piscicultura de la UE-28 en 2017 (Comision Europea,
2020). En 2018, fue de los 20 mayores productores mundiales y el quinto en la produccion de
moluscos bivalvos en relacion con la acuicultura, constituyendo este tipo de produccioén el 82,5

% del total de la explotacidn acuicola en Espana (FAO, 2020).
P

En 2019, los paises importadores fueron por orden de relevancia Espafia, Suecia, Dinamarca,
el Reino Unido y Paises Bajos, con 500.000 toneladas de productos pesqueros importados, que
supuso una inversion economica de 2.500 millones de euros. En relacion con las exportaciones
extracomunitarias el balance econémico lleg6 a su pico méximo de 6.170 millones de euros, lo
que supuso un aumento de 58% en términos absolutos respecto a la anterior década, siendo tres
estados miembros Dinamarca, Espafa y Paises Bajos los que obtuvieron el 50 % del valor

correspondiente de dichas exportaciones.

Finalmente, el consumo comunitario medio anual en 2018 fue de 24,36 kg per cépita, de los
que 18,09 kg fueron de productos de la pesca de captura salvaje, y 6,27 kg de productos
acuicolas. No obstante, el consumo vari6é considerablemente entre los estados miembros de la
UE-28 (Figura 2.2), con un consumo en 19 estados inferior a la media comunitaria (EUMOFA,

2020).
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Oceania 5

24,2 kg Asia Media mundial Espaia
América del Norte 20,3 kg (2017) UE-28
Europa 20,5 kg (2018) Hungria
América Latina Rep.

IR Checa
Africa

Figura 2.2. Consumo de productos de la pesca per capita por region en 2017 y 2018 a nivel mundial
(parte derecha de la imagen) (FAO, 2020) y consumo de productos pesqueros en algunos estados
miembros de la UE-28 en 2018 y su variacion en porcentaje respecto 12017 (parte izquierda de la
imagen) (EUMOFA, 2020).

2.1.2 Composicion y calidad nutricional

2.1.2.1 Composicion nutricional

La composicion nutricional de los productos de la pesca depende tanto de factores enddgenos
como son el sexo, edad, tamafio, etapa de madurez y la distribucidon anatémica, como exdgenos
como la época del afo, los cambios climdticos, ubicacion geografica, siendo relevante también
la presencia de contaminantes, especialmente en especies marinas (Falch et al., 2010). En la
acuicultura, este ultimo factor puede ser controlado aplicando métodos de manejo adecuados,

asi como controlando la calidad y cantidad de los alimentos utilizados (Grigorakis, 2011).

En condiciones estandares el contenido en agua representa del 60 al 80% del peso muscular,
estando este elemento en relacion inversa con el contenido en grasa, sumando un total de 80%

del peso muscular del pescado (Ackman, 1999; Apesteguia, 2000).

El contenido de /ipidos permite clasificar las especies de pescado como magras cuando el
contenido en grasa es < 1 % , intermedias o semigrasas entre el 1 y 10% y especies grasas
cuando es > 10% llegando hasta un 30% o mas (Nunes et al., 2011). La denominacion habitual
de pescado “azul” o “blanco” se refiere a las especies grasas o magras, respectivamente
(SCP/RAC, 2007), sin embargo, dicha clasificacion depende especialmente de la época del

afio en que se capturan (Soriguer et al., 1997). Los mariscos poseen aproximadamente un 2 %
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en la fraccion comestible (Apesteguia, 2000). La grasa del pescado se caracteriza por la elevada
proporcion de acidos grasos mono (MUFA) y poliinsaturados (PUFA), en especial el acido
eicosapentaenoico (C20:5 ®-3) y docosahexaenoico (C22:6 ®-3), que se encuentran en el
plancton marino y en ciertas algas y que se incorporan en el pescado y sus tejidos a través de
la cadena alimentaria (Apesteguia, 2000). Nutricionalmente, las especies con alto contenido de
proteinas concentran mayoritariamente la grasa en el higado (une ejemplo seria el aceite de
higado de bacalao), y las especies con alto contenido de grasa corporal, la utilizan como
deposito de energia y la concentran ademds, en el musculo, visceras y peritoneo (Aubourg,

2010; Grigorakis, 2011).

Los productos pesqueros se consideran como fuente de proteina de alta calidad nutricional,
debido su elevada cantidad, en torno al 11-24% en crudo, a su buena digestibilidad siendo de
un 90-98% para el pescado y de aproximadamente un 85% en mariscos, y la proporcion
adecuada y balanceada existente entre aminodcidos esenciales y no esenciales (Falch et al.,

2010).

Los niveles de carbohidratos en el musculo de pescado son bajos < 0.05% (Nunes, Bandarra,
& Batista, 2011), aunque en ciertos mariscos como la langosta es de un 10,2% en langosta, y

de aproximadamente un 12,5% en el cangrejo azul (Falch, Overrein, Solberg, & Slizyte, 2010).

Los minerales representan un 1,6% del peso humedo del filete de pescado y de un 2% en los
moluscos. Finalmente, el contenido calorico depende del contenido en proteina y grasa en las
diferentes especies. En general, el valor energético de las especies con mayor contenido de
lipidos puede llegar a ser casi el doble que las especies magras (Falch et al., 2010; MAPAMA,
2012a).

2.1.2.2 Recomendaciones referentes al consumo: riesgos y beneficios asociados

La Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN), recomienda a todos
individuos el consumo de 3-4 raciones de pescado (1 racion = 125-150 g de filete 0 200-250 g

de pescado entero) por semana, alternando entre pescado blanco y azul (AESAN, 2019).

Si bien los nutrientes presentes en el pescado y productos de la pesca son de especial relevancia,
la presencia de contaminantes en ciertas especies de pescado preocupa cada vez mas a los
consumidores (Toppe, 2016; Gonzalez et al., 2021). Uno de estos contaminantes es el

metilmercurio, que posee mayor toxicidad que el mercurio inorgénico y del que se ha
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establecido una ingesta semanal tolerable a niveles seguros de 1,3 pg/kg de peso corporal
(EFSA, 2012), motivo por el cual la EFSA encomendo a cada estado miembro a que realizara
recomendaciones en base al patrén de consumo de las especies consumidas en su territorio
(EFSA, 2015), ya que la intoxicacion por mercurio puede conducir a dafios en el sistema
nervioso central y periférico, asi como en la funcion renal (Lehel et al., 2021). Por ello, la
AESAN recomendo¢ evitar por completo la ingesta de especies con alto contenido de mercurio
a las mujeres embarazadas y nifios menores de 10 afios, y un consumo inferior a 120 g al mes
para nifios de entre 10-14 afios (AESAN, 2019), considerando que en determinadas especies se
acumulan niveles altos de metales pesados a lo largo de la cadena trofica. Es por ello que el
consumo de peces depredadores de gran tamafio y mas longevos como el pez espada, el tiburén,

el atin rojo, el lucio, la anguila, ademas de otros, debe ser controlado (AESAN, 2019).

Sin embargo, se puede disfrutar del consumo del pescado y productos de la pesca,
minimizando su riesgo si se siguen las recomendaciones de las autoridades sanitarias (Sidhu,
2003; Hoekstra et al., 2013; Gonzalez-Estecha et al., 2014). De hecho, en diferentes estudios
se ha observado que ante la perspectiva de consumir especies con riesgo toxicoldgico, el
consumidor ha mantenido el consumo adecuado de pescado, realizando un cambio en el patron
de las especies consumidas (Engelberth et al., 2013). Adicionalmente, en ciertos paises de la
Union Europea, la frecuencia del consumo de productos del mar estda determinada
principalmente por las tradiciones y los hébitos del pais, mas que por la percepcion de riesgo-

beneficio (Jacobs et al., 2015).

En estos ultimos afios, se han ido actualizando, basandose en las opiniones cientificas, las
recomendaciones dietéticas por parte de las autoridades y organizaciones (Tabla 2.1), con el
objetivo de garantizar una mejor percepcion de los beneficios para la salud que tienen los

nutrientes presentes en los productos de la pesca (Richter et al., 2016).
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Tabla 2.1. Beneficios para la salud de los diferentes componentes presentes en los productos
de la pesca.

Recomendaciones dietéticas Referencia

Efecto en la salud

Recursos

dcidos grasos
polinsaturados n-3

Reduce el riesgo de:

Enfermedades cardiacas:
Cardiovascular (CVD),
Coronario  CHD

Arritmia, Trombosis,
Accidente cerebrovascular
Enfermedades metabdlicas:
Sindrome metabolico

Presion arterial, Antihipertensivo
Hematosis, Diabetes 11

y consumo

El consumo de 250 mg
EPA+DHA se asocia a un
adecuado desempeno de la
funcién cardiaca

Cualquier consumo de
pescado confiere una
reduccion sustancial del riesgo
relativo de enfermedades
cardiacas, en comparacion con

(EFSA, 2009)

( Marventano et al.,
2015; Psota et al.,
2006; Bouzan et al.,
2005; Konig et al.,
2005; Kris-Etherton

Lipidos en la sangre, antianemia ningun consumo de pescado. et al., 2002;
artritis reumatoide, Calcificacion . . .
. e Un consumo adicional Mozaffarian et al.,
vascular, Hipocolesterolémico .
confiere beneficios 2004)

Antiaterosclerdtico
Obesidad/pérdida de peso, apetito

incrementados

Efecto

Antihipertensivo, Anticanceroso

Una racién de 150 g suple
entre el 50-60% de las

Nunes, Bandarra,
Oliveira, Batista, &

oftalmologicas, dseas,
reproductivas y de la piel

- Hipocolesterolémico, necesidades proteicas diarias Calhau (2006)
< Antioxidante de un adulto
§ - Mejora la respuesta: (Chen,
E’, Desarrollo cognitivo en lactantes Jayachandran, Bai, &
> adultos, crecimiento y desarrollo Xu, 2022)
S neuronal, El consumo de la proteina de
S Neurotréfica y deterioro pescado puede intervenir en (FAO, 2020)
N cognitivo/Demencia las estrategias mundiales de
R Degeneracion macular seguridad alimentaria y
- Sistema inmunologico: nutricion, contribuyendo a
Alergias y cicatrizacion eliminar el hambre y la
Antimicrobiano, antiinflamatorio  malnutricion
Efecto La astaxantina muestra una de  Sanchez Sendra,
Antioxidante, Antiinflamatorio, las mas potentes propiedades (2019)
Antihipertensivo, Antianemia, antiinflamatorias y
§ Antiaterosclerdtico, antioxidantes de la naturaleza.
? Hipocolesterolémico,
§ —  Mitigacion de enfermedades: (Baker and Giinther,
§ neuropatias 2004; Fakhri et al.,
) neurodegenerativas, 2018; Lee et al.,

2019; Donoso et al.,
2021)

formacion de hormonas

para combatir las deficiencias
de minerales en paises en
desarrollo

Efecto El consumo de 200 g de

- - Funcion metabolica especies salvaje puede (Oehlenschléer,
- 8 Homeostasis, construccion y satisfacer el 100 % de la 2010)
*‘é 8 fortificacion de los huesos Cantidad diaria recomendada
§ = Transmision de impulsos para el yodo y el selenio.
kS ; nerviosos, formacion eritrocitos
S 2 Presion arterial, temperatura Oftrecen altos niveles vitamina  (Gharibzahedi and
N 1 duccié A,DyB Jafari, 2017
S 3 corporal, reproduccion ,DyBn afari, )
S S - Sistema inmunitario

= regulacion accion enzimatica El pescado puede ser usado

(Roos et al., 2007)
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2.1.3 Obtencion v gestion de los productos pesqueros

2.1.3.1 La industria de transformacion

En 2018, casi el 88% del total de productos pesqueros producidos a nivel mundial (Figura 2.3),
se destinaron al consumo humano directo, apreciandose un incremento de un 5 y 10% respecto
a los 10 y 20 afios anteriores, y de un 21% respecto al aflo 1960. Un factor como la mejora en
la conservacion durante el transporte y distribucion ha contribuido de forma significativa en
este aumento. También ha sido relevante la mejora producida en el proceso de manipulacion y
transformacion del pescado. Sin embargo, en este aspecto todavia existen grandes diferencias

entre las distintas regiones a nivel mundial (FAO, 2020).

En la Unién Europea (UE 28) la produccion total de productos de la pesca, tanto extractiva
como de acuicultura, destinada a fines alimentarios se redujo de un 87% a un 80 % entre los
afios 2016 y 2018 (EUMOFA, 2020), intensificandose la dependencia respecto a las

importaciones de productos procedentes de terceros paises.

Como una forma de garantizar un suministro adecuado a la industria transformadora, en el afio
2020 a través del Reglamento (UE) 2020/1706 del consejo de 13 de noviembre de 2020 (UE,
2020), se aprob¢ la reduccion o suspension de los derechos de importaciones correspondientes
a determinados productos de la pesca, dentro de los contingentes arancelarios. En la actualidad,
la industria transformadora por general es rentable, con ventas que superaron los 32000
millones de euros en 2017, siendo Espaia, Francia y Reino Unido los principales beneficiarios
(Unién Europea, 2020). Sin embargo, se debe mencionar que en el proceso de transformacion
se generan enormes cantidades de subproductos, que podrian ser recuperados bien mediante su
consumo directo o para ser utilizados en la elaboraciéon de productos alimentarios

restructurados o funcionales.
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Fines no alimentarios
m Vivo, fresco o refrigerado
Preparado y conserva
m Curado

m Congelado

Figura 2.3. Proporcion de pescado destinado al consumo humano directo y fines no alimentarios en
2018 a nivel mundial (FAO, 2020).

2.1.3.2 El aprovechamiento de los subproductos pesqueros

Entre los subproductos pesqueros se pueden incluir la cabeza, huesos, visceras, branquias,
musculo oscuro y restos musculares, colgajos del vientre y la piel del pescado (Figura 2.4).
Dependiendo de la especie y/o del proceso de elaboracidn, fileteado o transformacion utilizado,
puede representar hasta un 70% del pescado elaborado (MAPAMA, 2012a). También, suele
incluirse dentro de lo que seria un producto excluido de la transformacion industrial los
pescados de menor tamaiio al deseado o de bajo valor comercial. Ello supone una pérdida de
alimentos nutricionalmente importantes, y si bien existe cierta heterogeneidad en la
distribucion de los nutrientes en el cuerpo completo (Aubourg, 2010), estas partes o porciones
desechadas también contienen proteinas de alta calidad, lipidos con acidos grasos de cadena
larga omega-3, micronutrientes como la vitamina A, D, riboflavina y niacina y minerales como

el hierro, zinc, selenio y yodo (FAO, 2020).

Visceras (12-18%)

Péptido;s bioactivos Restos de misculo (15-20%)
PUFASs", Enzimas I . Proteinas, enzimas, lipidos

Piel (1%- 3%)
Pigmentos, colageno

Cabeza (9-12%)
Minerales,
aminodacidos, lipidos

Espinas (9-15%)
Colageno, gelatina,
minerales

Escamas (~5%)

Figura 2.4. Porcentaje de subproductos derivados de la manipulacion y transformacion y elaboracion,
asi como su principal composicion. Elaboracion propia. * PUFAs (siglas en inglés de Poly-Unsaturated
Fatty Acids): Acidos grasos poliinsaturados.
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Historicamente la explotacion de subproductos pesqueros se ha orientado hacia la obtencion
de harinas y aceite de pescado (Hasan and Halwart, 2009; FAO, 2020). Asi, en la Peninsula
Ibérica, ya entre el siglo I antes de Cristo y principios del siglo VI existia cierta actividad
relacionada con el procesado de pescado y el aprovechamiento de los subproductos pesqueros,
como se ha evidenciado en las excavaciones arqueologicas realizadas en Algeciras (Cadiz), en
las que se descubrid un barrio industrial de la ciudad romana de Iulia Traducta en la que se
realizaba esta actividad, basandose en los hallazgos de utensilios de los que se sospecha que
fueron utilizados para la elaboracion de harina y aceite de pescado (Dominguez-Bella and

Casasola, 2011).

Actualmente, ha aumentado la demanda de subproductos destinados a distintas procesos
productivos, con preferencia en el area farmacéutica especialmente con relacion a los acidos
grasos polinsaturados, carotenoides (antioxidantes) y fenoles que pueden servir como
nutracéuticos de alto valor afiadido (Shahidi and Ambigaipalan, 2015; Sanchez Sendra, 2019).
En el area de nutriciéon se orienta hacia la extraccion de enzimas proteoliticas, colageno,
péptidos bioactivos, hidrolizados proteicos, acidos grasos omega-3 y minerales, para
elaboracioén de productos “naturales” e ingredientes alimentarios funcionales (Gehring et al.,
2011; Harnedy and FitzGerald, 2012; Boziaris, 2014). En el area de la cosmética, el colageno
y gelatina del pescado es una alternativa a su contraparte bovina (Al-Nimry et al., 2021).
Ademas, en el area biomédica, la piel y mucosa del pescado se ha utilizado en el tratamiento
de quemaduras de segundo y tercer grado, con un cierto potencial de uso como terapia novedosa
gracias a sus propiedades antimicéticas y antibacterianas (Alam and Jeffery, 2019). Esto
subproductos, ademas, han sido utilizados de forma extensa en la industria textil y del cuero

(FAO, 2020).

Respecto a la industria alimentaria, su utilizacion puede dividirse en dos niveles de procesado.
Uno primario, en el cual los subproductos y el pescado infrautilizado son directamente
sometidos a procesos de salazon, secado, fermentacion, fritura, asado o coccion y
comercializados envasados al vacio o congelados en tiendas, pequefios supermercados y
marisquerias particulares, para luego ser posteriormente utilizados en la elaboracion de platos
tipicos/regionales o tradicionales. En un segundo nivel son utilizados para ser utilizados a nivel
industrial, elaborando productos restructurados de alto valor afiadido (Tabla 2.2). Algunos de
ellos confieren nueva imagen alimentaria y/o gastrondmica, y que gracias al empleo de diversas

tecnologias su venta también se realiza en grandes superficies comerciales.
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Tabla 2.2. Aprovechamiento por parte de la industria alimentaria de los subproductos de la

pesca.
Estructura Producto restructurado de valor anadido Referencia
usada

Carne Embutidos, Nuggets, (Sanchez-Faure et

desmenuzada hamburguesas, jamon de atun, paté al., 2017; FAO,

0 Mince 0 crema untar, palitos de atin, . 2020)
fideos y ravioles

Pescado Aderezos enlatados fermentados,

entero ahumados, curados, salados secos, (Mol, 2005; Zhang
preparados a partir de pequeiios ‘ et al., 2013; Fan et
peces pelagicos. al., 2019)
Caldo de pescado semi y listo para el
consumo

Harina de Patatas fritas, galletas, bolas de 4 (Monteiro et al.,

pescado pescado extrusionadas/secas, = . .
condimentos y pigmentos en polvo, “ 2014; Palmeira et

. . al., 2016)

sopa instantanea de pescado.

Aceite de Aceites refinados de alta calidad .

pescado comestible, ricos en PUFAs extraidos g
del pescado azul y aceite de higado de W< (MAPAMA, 2012b)
bacalao

2.1.3.3 Desafios y oportunidades del uso de subproductos pesqueros

La cantidad de subproductos generados por las capturas, el procesamiento y descartes de
especies de peces de bajo valor es muy elevada, sin embargo, el uso de tecnologias para
recuperar los nutrientes, incluso para su uso directo es escaso en determinadas regiones del
mundo. Se debe comentar adicionalmente, que es de especial importancia la aplicacion y
cumplimiento de las exigencias higiénico-sanitarias establecidas, basadas en normas de
inocuidad y calidad como forma de garantizar la proteccion de los consumidores. Como se ha
comentado anteriormente, los productos rechazados suelen procesarse como harina y aceite de
pescado, para el consumo humano o produccién de piensos para la cria de peces de acuicultura
y de ornamentacion, y para uso farmacéutico, entre otros (FAO, 2020). En el hogar y la
industria alimentaria, un producto mediante el cual se puede aprovechar este tipo de productos

es el caldo de pescado.
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2.1.4 El Caldo de Pescado

2.14.1 Produccion y consumo

Tradicionalmente, el caldo de pescado se define como un producto apto para todas las edades,
elaborado de forma artesanal a partir las partes sobrantes del pescado y pescado entero
infrautilizado, permitiendo aprovechar sus nutrientes, como lipidos y proteinas de alta calidad
nutricional (Zhang et al., 2020). La denominacion de caldo de pescado toma como referencia
al ingrediente primario utilizado en su preparacion y que tiene y confiere propiedades
nutricionales y saporiferas caracteristicas. En esta preparacion culinaria tradicional con
frecuencia se incorporan diferentes proporciones de otros ingredientes como el aceite, la sal,
pimenta, variedades de vegetales y otras especias. Las pautas de elaboracion en el método
tradicional consisten en un lavado y remocion de impurezas del pescado y productos de la
pesca, lavado y cortado de vegetales, coccion con o/no incorporaciéon de condimentos o
especies. Una vez finalizado el proceso de coccidn los sélidos, pescado y vegetales, que se
encuentran en el agua son extraidos y el caldo de coccion es filtrado (Institut Catala de la Cuina,

2016).

A nivel industrial, el caldo se le define como un producto liquido claro y poco espeso que puede
ser obtenido de dos formas: a) mediante la coccidon con agua de productos pesqueros, vegetales,
hidrolizados proteicos, condimentos, aromas y especies y sus extractos o destilados naturales,
o otros productos alimenticios para mejorar su sabor, asi como aditivos autorizados por la
legislacion y b) mediante la reconstitucion de una mezcla equivalente de ingredientes
deshidratados de acuerdo con las instrucciones de uso o utilizacion (Real Decreto 2452/1998,

1998).

El caldo se consume directamente como entrante o primer plato en los dgapes, o se destina a la
preparacion de mas recetas culinarias como la paella y la fideua. En 2020, en Espafia se
consumieron 0,20 litros de caldo comercial per capita y se gastd 2,02 € (al precio de 10, 05€ el
litro) por persona al afio, un 14,5 % y un 20,5 %, mas que en 2019, respectivamente. Si bien en
el afio 2019, el perfil de consumidores de este tipo de producto eran parejas con hijos, en el
2020 fue de adultos independientes, parejas adultas sin hijos, jovenes independientes (con un
consumo per capita superior a la media nacional) y jubilados con 0,3 L/per capita/aiio con una

ingesta de un 62 % superior a la media nacional (MAPA, 2021).

Los estudios de mercado muestran que en las zonas urbanas de Espafia, asi como en la mayoria

de otros paises europeos, hay una mayor tendencia al consumo de productos con menos
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conservantes, mas saludables, de mayor valor agregado, mas nutritivos y funcionales y cuya
apariencia sea lo mas parecida, en este caso a un caldo o sopa casera, y que ademas, sean
estables a temperatura ambiente o en refrigeracion, y sean rapidos de calentar incluso en el
microondas (Euromonitor international, 2020). Por lo que, se ha producido un cambio en la
tendencia de consumo pasando de caldos y sopas deshidratados a productos liquidos listos para
consumir con o sin calentamiento previo (Research and Markets, 2020). Este proceso influye
igualmente en la preferencia de los envases utilizados para su conservacion en temperatura
ambiente o refrigeracion (Euromonitor international, 2020). Expertos del sector de ventas
prevén un continuo crecimiento y expansion del mercado global de caldos y sopas, incluso en
la etapa actual de pandemia de COVID-19. Pronostican un incremento de ventas de 885,68
millones de euros del afo 2020 a 1.080,97 millones de euros a finales de 2025, periodo en el
cual los productos tratados mediante el UHT (Ultra High Temperature) seran los de mayor

crecimiento (Research and Markets, 2020).

2.1.4.2 Caracteristicas nutricionales

La composicion nutricional media del caldo de pescado puede variar en funcién de las especies
de pescado (blanco y/o azul) utilizadas como ingrediente. Un referente de dicha composicion
podria ser el obtenido de la base de datos de referencia estdndar para nutrientes de la United
States Department of Agriculture (USDA) para caldo de pescado y que se muestra en las Tablas
2.3y 2.4 (USDA, 2019).
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Tabla 2.3. Valor energético y contenido de macronutrientes por cada 100 mL de caldo de
pescado (USDA, 2019) y informacioén a facilitar al consumidor respectivo a ingesta de
referencia (IR) (UE, 2011).

Informacion nutricional

. Porcion de 100 mL % Ingesta de referencia®
media
Calorias 67 kJ / 16 kcal 1
Proteina 2,00 g 4
Grasa total 0,60 g 1
de las cuales saturadas 0,133 g 0,7

Ceniza 0,97 g -
Carbohidratos! 0,40 g 0

Azucares 0,09 g 0

Fibra alimentaria 0,00 g 0
Sodio 0,20 g 9
Agua 96,00 g -

*: Ingesta de referencia de un adulto medio (8400 kJ /200 kcal)
I: Calculado por diferencia (USDA, 2019).

Tabla 2.4. Nutrientes disponibles por cada 100 mL de caldo de pescado (USDA, 2019) y su
proporcion declarable en lo que respecta al valor de referencia de nutrientes (VRN) (UE,

2011).
Informacion nutricional media referente a: Informacion nutricional media referente a:
Minerales Por 100 mL VRN (%) Acidos grasos Por 100 mL
Calcio 30 mg 3,8 Saturados total. 0,133
Hierro 0,21 mg 1,5 4:0 0
Magnesio 1 mg 0,3 6:0 0
Fosforo 30 mg 4,3 0
Potasio 86 mg 4,3 10:0 0
Sodio 200 mg 9 12:0 0Og
zinc 0,10 mg 1 14:0 0,022 g
Cobre 0,051 mg 5 16:0 0,089 g
Selenio 0,7 pg 1,3 18:0 0,022 g
Vitaminas Monoinsaturados totales 0,108 g
Vitamina  A- 1pg 0 16:1 0,026 g
RAE
Tiamina -B, 0,0 mg 0 18:1 0,060 g
Folato -DFE 4 ng - 20:1 0,014 g
Colina - B, 9,2 mg - 22:1 0,008 g
Riboflavina - B; 0,03 mg 2 Poliinsaturados totales 0,245 g
Niacina - B3 1,37 mg 9 18:2 0,006
Vitamina B 0,10 pg 4 20:4 0,019 ¢
Vitamina Bs 0,010 mg 1 20:5 (EPA) 0,095 g
Vitamina C 0 mg 0 22:5 (DPA) 0,018 g
Vitamina D 0 mg 0 22:6 (DHA) 0,101 ¢g
Vitamina E(a- 0,15 mg 1 Colesterol 0,0 mg
tocoferol)
Vitamina K 0,2 pg 0
(Filoquinona)

EPA: 4cido eicosapentanoico; DPA: 4cido docosapentanoico; DHA: 4cido docosahexanoico

35



Material y Métodos

2.1.4.3 Calidad del caldo de pescado

La produccion industrial del caldo de pescado se encuentra regulada bajo normas técnico-
sanitarias cuyo objetivo es la produccion de alimentos inocuos aptos para el consumo. En
Espaia, la disposicion regulatoria es la Reglamentacion técnico-sanitario para la elaboracion,
distribucion y comercio de caldos, consomés, sopas y cremas (Real Decreto 2452/1998, 1998),
y el Real decreto 3384/2000 por el que, se establecen las normas de higiene para la elaboracion,
distribuciéon y comercio de comidas preparadas (Real Decreto 3484/2000, 2001). Ambas
disposiciones han sido parcialmente derogados por el Real decreto 135/2010 y Real Decreto

176/2013 (Real Decreto 135/2010, 2010; Real Decreto 176/2013, 2013).

En la produccion de los caldos, como en cualquier otro producto alimentario, dando
cumplimento de las normas, la legislacion y a los requisitos de los organismos de certificacion,
es obligatoria la implementacion del sistema de Andlisis de Peligros y Puntos de Control
Criticos (APPCC) y sus prerrequisitos, y que fue recomendado y desarrollado previamente por
el Comité Asesor Nacional sobre Criterios Microbiologicos (NACMCEF, 1998) y la Comision
del Codex Alimentarius (CAC, 2003).

En algunos casos los prerrequisitos se concretan en el Reglamento (CE), 178/2002 de 28 de
enero de 2002, por el que se establecen los principios y los requisitos generales de la legislacion
alimentaria (Reglamento (CE) 178/2002, 2008), y se desarrollan en el Reglamento (CE)
852/2004, de 29 de abril de 2004, relativo a higiene de los productos alimenticios (Reglamento
(CE) 852/2004, 2004), y que se relacionan con la implantacién de las buenas practicas de
manufactura o fabricacion (BPM) y las buenas practicas de higiene (BPH), enfocadas a la
higiene y formacion del personal, de las instalaciones, equipamientos y utensilios,
mantenimientos y servicios, control de la limpieza y desinfeccion, control de plagas, control
de las instalaciones y infraestructuras, almacenaje, distribucion, transporte, asi como la gestion
de residuos, que son claves para evitar un el riesgo de introduccion de un posible peligro al
alimento. El sistema APPCC, ademads, contempla que de una forma sistematica se apliquen
medidas preventivas y de control en todo el proceso productivo de un alimento. Engloba un
conjunto de procedimientos y practicas, conocidas como controles de proceso que aplicadas
sobre el alimento son capaces de minimizar o prevenir significativamente la presencia de
peligros biologicos, quimicos y fisicos. En las etapas clave o Puntos de Control Critico (PCC)
se vigilan los limites criticos de aceptacion para aplicar las medidas correctoras en caso de que

se produzca una desviacion en el proceso de control (CAC, 2003).
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La Tabla 2.5, muestra los peligros bioldgicos y quimicos, en términos generales, asi como
algunos aspectos de calidad, relacionados con las fases de produccién del caldo, basado en la
guia de la Food and Drug Administration de orientacion industrial para el analisis de peligros

y controles preventivos aplicables a los productos alimentarios (FDA, 2018).

Tabla 2.5. Etapas de produccion del caldo de pescado: peligros y efectos en la calidad, causa,
control como punto de control critico (PCC) o punto de control (PC) y su vigilancia.

Etapa Peligro Causa Control Vigilancia
4  Carga microbiana - Temperatura recepcion y
conservacion.
Recepcion de Biologico “® Actividad enzimética PC - Indicadores microbiologicos
productos 4 Reacciones quimicas y fisicoquimicos de deterioro
M ditivos y metales pesados - Sulfitos, plomo, cadmio y
mercurio
Incorporacion Biologico Contaminacién cruzada PC - Temperatura de trabajo
Ingredientes - BPH y BPF
Formulacion Quimico “® Aditivos alimentarios PC - Limites aceptables
Coccidn y S . i de patd Control de proceso y de la
posterior Biologico u([:)er\;wepma. ’e pa ogznos PCC temperatura necesaria para la
envasado ontaminacion cruzada reduccion microbiana
Coccidn normal Biolgico Supervivencia de pétogenos PC Control de limites aceptables
y de alteracion

Tratamiento C Supervivencia de patdogenos Control limites legales para vida

. Biologico P patog PCC - gaes p
conservacion y de alteracion util de productos
Almacenamiento  Biolégico Crecimiento de bact.erlas PC Cond1c10n.e’s y temper.atura de

Productoras de toxinas conservacion necesarias

PCC: Punto de control critico; PC: Punto de control.

Respecto a la recepcion de la materia prima e incorporacion de ingredientes, e caldo de pescado
es uno de los pocos productos alimentarios en el que para su elaboracion se puede aprovechar
todo el pescado, incluidos los subproductos del procesado, eviscerado, recortes del fileteado,
asi como, los productos de la pesca de pequefio tamafio (menor al deseado) y las especies de
bajo valor comercial (en términos econdmicos) considerados descartes o desperdicios de la

industria pesquera.

La guia de orientacion de la FDA (2020), sobre los peligros y los controles del pescado y los
productos pesqueros, y la guia para la aplicacion de la legislacion de aditivos y contaminantes
de la UE en productos pesqueros y acuicolas del Ministerio de Agricultura Pesca y
Alimentacion (MAPA, 2012), son herramientas que ayudan en la determinacion de las
estrategias de control para la prevencion de peligros y de los factores limitantes de la vida util

de los productos de la pesca. Entre ellos se puede destacar a Listeria monocytogenes, histamina,
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Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum, Bacilllus cereus, y las reacciones quimicas que
producen la pérdida de firmeza de la carne, olores y sabores desagradables (sulfuro, amoniaco),
mucus lechoso superficial, cambios de coloracion, la produccion de compuestos nitrogenados
(nitrogeno basico volatil, trimetilamina), de los lipidos (perdxidos, acidos grasos libres), la

degradacion de ATP (alteracion de nucleétidos, hipoxantina), y cambios en el pH.

El proceso especifico de coccion puede ser controlado para prevenir, eliminar o reducir el
riesgo de un peligro microbioldgico para los consumidores (NACMCEF, 2006). Por lo cual,
seria un PCC siempre que no se prevea la aplicacion de tratamientos posteriores, como la

pasteurizacion o esterilizacion.

Respecto al producto final y su conservacion, se debe considerar que para satisfacer las
necesidades del mercado hay una amplia diversidad de formas de presentacion del producto
final, como: a) listos para el consumo que se presentan con o sin calentamiento previo, b)
condensado y concentrado en forma liquida o semiliquida o pastosa, debiendo seguir las
instrucciones de utilizacion para que se transforman en preparados alimenticios y c)
deshidratados que necesitan que sean reconstituidos en agua y calentados previo a su consumo

siguiendo las instrucciones de utilizacion (Real Decreto 2452/1998, 1998).

En el caso de alimentos listos para el consumo son factores limitantes de la vida util, la
aparicion de cambios en las propiedades sensoriales, nutricionales y funcionales
(esencialmente de las proteinas y lipidos), el crecimiento de microorganismos patdgenos y de

alteracion, siendo de especial relevancia la aplicacion eficaz de los procesos de conservacion.

Respecto a la contaminacién microbiana, diversos microorganismos “indicadores” pueden
proporcionar informacion sobre su potencial deterioro y de su patogenicidad en comidas
preparadas con tratamiento térmico (Grupo B), como es el recuento total de aerobios mesoéfilos
cuyo el limite en su recuento debera estar debajo de 10° ufc/g, de Enterobacteriaceas (lactosa
positiva) con un recuento inferior a 10? ufc/g, de indicadores de proceso como Escherichia coli
siendo el limite la ausencia/gy el de Staphylococcus aureus inferior a 10? ufc/g, que permiten
determinar posibles malas condiciones de higiene empleadas durante el procesamiento,
envasado o almacenamiento (Real Decreto 3484/2000, 2001). En relacion a la presencia de
patdgenos, ademas de la ausencia/25g de Salmonella contemplado en el anterior Real Decreto,
ya derogado, en el Reglamento (CE) n.® 2073/2005 (Reglamento (CE) 2073/2005, 2005), tiene

como criterio la ausencia de Listeria monocytogenes en 25 g del producto antes de que el
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alimento deje las instalaciones de produccion, o que su presencia no supere el limite de 100

ufc/g durante la vida qtil.

En relacion con las proteinas y lipidos, los cambios que se producen son la desnaturalizacion
proteica y oxidacion lipidica. El calor es un agente fisico promotor de cambios en las proteinas,
capaz de transformar las estructuras secundarias, terciarias, cuaternarias a primarias
(desnaturalizacion proteica parcial o completa). Dicho proceso, da lugar a alteraciones de sus
propiedades hidrodindmicas aumentando la viscosidad, se disminuye el coeficiente de difusion
y de la solubilidad al exponerse los grupos hidrofobicos internos a la superficie, ademés de

producirse cierta pérdida de sus propiedades bioldgicas (Messens et al., 1997).

Por otra parte, las altas temperaturas empleadas en la cocciéon pueden afectar a las
caracteristicas de los &cidos grasos insaturados de los fosfolipidos (funcidon estructural),
triglicéridos (depositos de grasa), lisofosfolipidos, ésteres y acidos grasos libres (Falch et al.,
2010), debido a reacciones de hidrolisis (saponificacion) y oxidacion (Juarez and Samman,
2007). De hecho, la oxidacion lipidica es el segundo factor limitante de la vida util de los
productos a base de pescado, después de la contaminacién microbioldgica. Los productos
resultantes tienen un efecto negativo sobre el perfil organoléptico, incluso en bajas
concentraciones, y pueden interaccionar con otros compuestos como, proteinas, carbohidratos,
y agua, por lo que, determinar el grado de oxidacion y rancidez es de especial importancia en
estos productos (Rustad, 2010). Sin embargo, los aditivos afiadidos con funcionalidad como
antioxidante (MAPA, 2012) y los presentes en el propio pescado pueden preservar la fraccion
de lipidos tan fragil y extremadamente importante en los productos de la pesca sometidos a
procesos de coccion (Secci and Parisi, 2016). Los compuestos presentes en el propio pescado
son enzimas como la catalasa, peroxirredoxina, superéxido dismutasa, glutation peroxidasa,
glutation reductasa y la glutation S-transferasa, asi como metabolitos de bajo peso molecular
hidrosolubles como el 4cido ascorbico y acido trico, o liposolubles como la vitamina E,
carotenoides, coenzima Q, compuestos fendlicos, bilirrubina y fosfolipidos (Kalegeropoulus y

Chiou, 2010).

El proceso de hervido del pescado se considera beneficioso con relacion a la conservacion de
los nutrientes primarios, presentando en ciertas especies de pescado incluso cantidades
mayores de proteinas y lipidos respecto al producto en estado crudo de, asi como respecto a
otros métodos de coccion, como el asado a la parrilla y la fritura (Nunes, Bandarra, Oliveira,

Batista, & Calhau, 2006). Por otra parte, en el caso de las verduras en la preparacion de caldos,
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componentes tan importantes como las sustancias antioxidantes de tipo fenolico son lixiviados
al agua de hervor, variando su cantidad segun las caracteristicas del alimento. En el caso de la
remolacha, tallos de apio, coles, perejil y brocoli se observéd que los caldos tenian una notable

actividad antioxidante (Bilge Ertekin et al., 2017).

La coccion no solo tiene como finalidad que el alimento sea apto al consumo o la mejora de la
asimilacion y biodisponibilidad de los nutrientes, sino que en el caso del pescado también
realza la aptitud sensorial del pescado incorporado (Daschner, 2016). La incorporacion de
pescado entero permite su aprovechamiento completo, sin embargo, si se utilizan especies con
mayor contenido de grasa peritoneal y perivisceral rapidamente desprenden un fuerte y
desagradable olor a rancio (kriton grigorakis, 2011). En el caso del pescado blanco, al tener
cantidades despreciables de lipidos se prolonga la vida 1til del caldo, confiriéndole un sabor
caracteristico debido a los péptidos y proteinas (Apesteguia, 2000), aunque un ligero aumento
de 1 a 2 % de grasa, debido a factores externos y internos, puede afectar drasticamente a la
calidad del pescado utilizado para la elaboracion de caldos (Grigorakis, 2011). Por lo tanto, la
distribucion heterogénea de la grasa corporal no solo es importante en términos de clasificacion
del pescado sino también en la calidad (Aubourg, 2010), de forma que, el perfil olfato-
gustativo del caldo estard condicionado por las caracteristicas proteicas y lipidicas de las

especies de pescado seleccionado.

2.1.5 Procesos de conservacion

Si bien el Comité Asesor Nacional sobre Criterios Microbioldgicos para los Alimentos
(NACMCF: The National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods)
(NACMCEF, 2006) considerd que ciertas temperaturas y condiciones de coccion aplicadas en
las matrices alimenticias pueden ser consideraras equivalentes a la pasteurizacion, su eficacia
debe ser evaluada con el objetivo de reducir o inactivar los patdogenos de importancia para la
salud publica hasta limites aceptables y que es variable en funcion de las caracteristicas del
alimento, como la actividad de agua, el pH, el contenido de grasa, proteinas y carbohidratos y

el tamafo de particula, (FDA, 2020).

La pasteurizacion térmica es un proceso eficaz para conservacion de alimentos listos para el
consumo que produce una pérdida minima de la calidad deseada de los alimentos (Peng et al.,
2017). Durante este proceso, generalmente se utilizan temperaturas inferiores a 100 °C, y su

eficacia depende de la aplicacion de una combinacion tiempo y temperatura, que permita la
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transferencia de calor a la matriz alimenticia actuando sobre el patdgeno mas resistente al calor
y produciendo una reduccién determinada o eliminacion de la poblacion microbiana (ECFF,

2006).

En caso de la pasteurizacion la recomendacion es la eliminacion de los microorganismos
patogenos mas resistentes y psicrotrofos como es Listeria monocytogenes, si no se envasa en
condiciones de anaerobiosis. Sin embargo, si se envasan en condiciones de oxigeno reducido
el peligro a controlar es C. botulinum no proteolitico tipo E, B o F (FDA , 2020) (Tabla 2.6),
debiendo garantizar una reduccién de 6 unidades logaritmicas segin recomendaciones

referidas a la pasteurizacion térmica aplicada a los productos a base de pescado (FDA, 2020).

Tabla 2.6. Recomendaciones de tratamientos térmicos de productos refrigerados envasados al
vacio o atmosfera modificada con aceptacion a nivel europeo y de los Estados Unidos (ECFF,
2006), FDA, 2020), y la vida 1til (Peng et al., 2017).

Temperatura interna del

g R i6n 61
Guia de. , producto . educc1.0n o.g Periodo caducidad
Aceptacion . ) Microrganismo diana
y tiempo necesario
Europay
Estados 70 °C 2 min, z=7,5°C L. monocytogenes < 10 dias (5 °C)
Unidos
Estados 90 °C 10 min, C. botulinum no
] A<90°Cz=10°C;a>90°C proteolitico tipo E, By = 6 semanas (5 °C)
Unidos =7°C F

Sin embargo, al tener poco o ningln efecto sobre las esporas bacterianas, lo adecuado es
implementar controles preventivos adicionales. Uno de ellos es el envasado a temperaturas
superiores a los 85 °C, con la finalidad de minimizar el riesgo de una recontaminacion del
producto y el crecimiento de bacterias como Salmonella, Listeria monocytogenes y cepas
patogenas de E. coli. Otro factor importante seria su posterior conservacion en refrigeracion a

temperaturas inferiores a 5 °C (FDA, 2018).

A diferencia de la pasteurizacion, también se utilizan en la industria alimentaria procesos que
permiten la eliminacion de los patégenos y de microorganismos de alteracion esporulados, que
permiten prolongar la vida comercial del producto, utilizando por lo general tratamientos
térmicos superiores a los 100 °C (FDA, 2020). Entre ellos, cabe destacar uno de los mas
utilizados en el tratamiento de los caldos, el tratamiento UHT o ultra altas temperatura, que
permite prolongar la vida comercial un minimo de 6 meses. Sin embrago, la alta resistencia

térmica de ciertas esporas del género Bacilllus a los tratamientos UHT, demostrado en otras
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matrices como la leche (Tabit and Buys, 2011), condiciona que en determinadas circunstancias
deban aplicarse temperaturas muy altas, que puede contribuir a alterar las caracteristicas
nutritivas, sensoriales y fisicas del producto. En este caso, en el Real decreto 3484/2000 (Real
Decreto 3484/2000, 2001), las comidas preparadas sometidas a la esterilizacion (Grupo D)

deben someterse a pruebas de estabilidad microbioldgica o de esterilidad comercial.

Entre los tratamientos alternativos a la pasteurizacion que pueden ser aplicados de forma
individual o combinados entre si aplicables a este tipo de productos, se incluyen diferentes
tecnologias basadas en el tratamiento térmico o calentamiento del producto, como el
calentamiento a vapor y agua caliente, el calentamiento 6hmico y inductivo, microondas,
procesados por infrarrojos y la radiofrecuencia. Entre las tecnologias consideradas como no
térmicas se puede mencionar el procesado a alta presion (HPP: High Pressure Processing), la
homogeneizacion a ultra alta presion (UHPH: ultra-high pressure homogeneization), objeto de
estudio de esta tesis, la radiacion ultravioleta, la irradiacion, los campos eléctrico pulsados, los
pulsos electromagnéticos, los ultrasonidos, la filtracion y la descarga de arco de alto voltaje,
entre otros (FDA, 2018). Con alguna de tecnologias también pueden obtenerse la esterilidad
comercial del producto y hacer que los alimentos sean seguros para ser almacenados y

distribuidos a temperatura ambiente (Soni et al., 2021).

Los requisitos y parametros cientificos necesarios para establecer la equivalencia de algunos
de estos métodos alternativos a los resultados de pasteurizacion o esterilizacion se describen
en el documento publicado por el Comité Asesor Nacional sobre Criterios Microbioldgicos
para los Alimentos (NACMCF, 2006), en el que consideran diferentes factores para la
validacion del proceso tecnologico, como el tipo de alimento (forma, tamafo, volumen,
composicion, componentes, estado liquido/ so6lido, frio/congelado, entre otros), el equipo el

material de embalaje y la aplicacion de medios fiables para monitorizar el proceso.

2.1.6 La homogenizacion a ultra alta presion (UHPH)

En la actualidad, en el sector alimentario se tiende a la elaboracion de alimentos minimamente
procesados y con una disminucion en la utilizacion de aditivos, lo que requiere, ademas de
aplicar las medidas preventivas habituales en la produccion de alimentos (FDA, 2018), la
investigacion de distintas tecnologias, algunas de ellas calificadas como emergentes, con claras

ventajas respecto a los procesos clasicos, habitualmente térmicos, cuyo objetivo es la
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reduccién y eliminacion de la carga microbiana en el producto elaborado (Comision Europea,

2020; FAO, 2020).

Entre las tecnologias emergentes se encuentra la homogenizacion a ultra alta presion que deriva
del convencional método de homogenizacion, aplicable en los productos liquidos (Guamis
Lépez and Escriu Justo, 2010). Esta técnica de procesado en continuo de fluidos bombeables
ha sido objeto de numerosos estudios de investigacion con el apoyo y financiacion por parte
organismos de la Union Europea, y programas nacionales a través de diferentes proyectos de
investigacion, desarrollo tecnoldgico, innovacion y demostracion, ademas de en las industrias

asociadas a un plan de formacion de doctorados industriales.

En dichos estudios se ha demostrado que se consigue un producto en el que se conserva su
equilibrio nutricional, su estabilidad fisica, asi como su adecuada higienizacion, prolongando
la vida util de los productos listos para el consumo (Ferragut et al., 2015). Por lo tanto, se ha
demostrado que es una alternativa capaz de satisfacer las expectativas del consumidor
relacionadas con la adquisiciéon de productos que presenten caracteristicas nutricionales y
organolépticas lo mas parecidas a los productos minimamente procesados, y que ademas
permiten que sean comercializados durante periodos iguales o superiores a su andlogos

producidos con las tecnologias convencionales (Codina-Torrella et al., 2018).

2.1.6.1 Homogeneizadores a alta presion
2.1.6.2 Factores que impulsaron su desarrollo

El proceso de homogenizacion se aplicé inicialmente en la leche con el objetivo primario de
retardar los fendmenos de desestabilizacion que se producen, como es la formacion de crema
(cremado) en la superficie del deposito, mientras la emulsioén coloidal permanece en reposo
(Dairy Engineering Company, 2010). El proceso se presentd por primera vez por Auguste
Gaulin en el afio de 1899 en Francia (Pandolfe, 1982), con un considerable éxito transfronterizo
(Diels & Michiels, 2006), obteniendo la patente estadounidense (patente N° 756.953), en el afio
de 1904 (Gaulin, 1904). En el disefo original (Figura 2.6A), el equipo se construy6 con dos
secciones principales, la primera compuesta de una bomba de 3 pistones creada para forzar el
paso del producto, a través de un conjunto de pequeios y delgados tubos capilares que
formaban parte de la segunda seccion, que seria la version inicial de la valvula

homogeneizadora (Pandolfe, 1982; Dairy Engineering Company, 2010). Al descubrir que tras
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la homogenizacion los globulos de grasa se reducia el tamafo cientos de veces (500-600),
siendo mas pequefios que el diametro real de los tubos, Gaulin considerd que los tubos solo
actuaban como un medio de distribucién uniforme de la leche contra una superficie solida y

reemplazoé los tubos por una unica gran abertura (Pandolfe, 1982).

Las variaciones en el disefio propuestas por Gaulin siguieron con los afios. Se produjeron
transformaciones significativas, como la introduccién de la véalvula homogeneizadora de 2
etapas patentada en 1925 por la compania Manton-Gaulin, junto con la modernizacién del
material construccion, presentando el modelo CGD (Figura 2.6B). Dicho modelo se
comercializé desde los afios 1947 (Dairy Engineering Company, 2010), siendo uno de los mas
populares (Guamis Lopez & Escriu Justo, 2010). Con introduccion de la valvula de micro-
apertura (Micro-GAP™), se consigui6 al menos un incremento de un 30% en su eficiencia en
relacion a cualquier valvula convencional con tasas de flujo elevadas (Pandolfe, 1982). Esta
mejora, formdé parte de las valvulas APV-Gaulin cuyas modificaciones han permitido su uso
no solo en la industria lactea (Dairy Engineering Company, 2010), ademads de ser la base para
la investigacion y mejora de las actuales valvulas de homogenizacion (Floury et al., 2004b;

Ypsicon, 2018).

Figura 2.5. Prototipos del homogeneizador convencional de Gaulin. A) El primer equipo
comercializado en los afios 1900 accionado por correa Dairy Engineering Company, 2010). B) Modelo
CGD, segundo equipo dotado de 2 valvulas (homogeneizador de 2 etapas (Guamis Lopez and Escriu
Justo, 2010).
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2.1.6.3 Los equipos y sus caracteristicas

El homogeneizador de Gaulin, actualmente referido como la homogeneizadora convencional
en su caracteristica de diseflo y ejecucion, lleva una bomba de desplazamiento positivo que va
acoplada a un intensificador de presion, que actia bombeando en fluido de forma axial hacia
el asiento de la valvula (Figura 2.7), acelerandolo radialmente al entrar en la pequena apertura
de homogeneizacion (~ 10-30 um) comprendido entre la parte inicial del asiento y el cabezal
de esta. Tras pasar por esta apertura, el fluido se convierte en un chorro radial que se estanca
en un anillo de impacto (Figura 2.7), antes de salir del homogeneizador a presion atmosférica
(Kleinig and Middelberg, 1997).Tras impactar con el anillo de la valvula el fluido se expande
debido al cambio brusco de presion al cual es sometido a la salida de la valvula (Kleinig and
Middelberg, 1996). Como resultado de una combinacién de fuerzas, entre ellas mecanicas, se
produce una reduccion en el didmetro de los globulos de grasa (Pandolfe, 1982; Floury et al.,
2004b). Las valvulas de retencion fijadas por encima y debajo de cada piston son responsables
de mantener el fluido hacia delante durante el curso de succion y descarga del piston (Dairy
Engineering Company, 2010). La presion de funcionamiento se controla ajustando la distancia

entre la valvula y el asiento (Kleinig and Middelberg, 1997).

Entrada: Materia prima

Micro-orificio de
homogenizacion

Asiento de la valvula

Anillo de impacto

Cabezal
del Asiento * \\
Espacio ~ 10-30 pm 3 _ . Salida:
(e e e .:.' Producto
Vélvula oS homogenizado
™ valvula

Figura 2.6. Esquema de los componentes de la valvula homogeneizadora de Gaulin (asiento de la
valvula, anillo de impacto y valvula), adaptacion del diagrama de de Floury et al. (2004b) (Dairy
Engineering Company ,2010).

La innovacién tecnologica relacionada con el material y los elementos de construccion
comenzd alrededor de los afios 80 (Guamis Lopez & Escriu Justo, 2010; Pandolfe, 1982).

Debido a la mayor demanda de los consumidores de adquirir productos con una vida util mas
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larga y productos con mejor estabilidad, se incentivd la investigacion para la mejora y
modernizacion de la construccion de las valvulas y de los equipos (Diels and Michiels, 2006),
consiguiéndose fabricar de forma exitosa homogeneizadores de doble etapa a presiones de

trabajo mas elevadas (Paquin, 1999).

El homogeneizador de dos etapas, como caracteristicas de disefio, posee dos valvulas
conectadas en serie. En la primera valvula se trabaja a una mayor presion (primera etapa), y
en la segunda la presion de homogenizacion es de un 10-20 % inferior a la anterior (Levy et
al., 2021). Con ello se consigue los globulos de grasa reducidos en la primera etapa, se
dispersen como gotas individuales (Figura 2.8), por lo tanto, su funciéon es aumentar la

dispersion de las particulas para obtener emulsiones fisicamente mucho mas estables.

Leche cruda Leche homogenizada

Recién elaborada reposo 1h 1 etapa Tras 2 etapa

Figura 2.7. Efecto obtenido con la homogenizacion de la leche (reduccion del tamatfio particulas), y

tras aplicar una segunda etapa de homogenizacion (mejora la dispersion de las particulas).

El termino de homogenizacion convencional se utiliza para hacer referencia a condiciones de
tratamientos presiones bajas cuando se aplican 5-20 MPa (Pandolfe, 1982), y medias a 20-60
MPa (Thiebaud et al., 2003; Dumay et al., 2013), habituales en el tratamiento de la leche. Sin
embargo, los equipos actuales permiten el empleo de presiones equivalentes a 10-15 veces
superiores (100-400-MPa) al convencional, y que se denomina homogeneizacién a altas

presiones (Paquin, 1999; Diels and Michiels, 2006; Sevenich and Mathys, 2018).

Aunque no estd establecido con exactitud los limites de presion para diferenciar los
tratamientos a alta (HPH) y ultra alta presion (UHPH) (Diels and Michiels, 2006; Pereda et al.,
2007), se considera que la homogeneizacion a alta presion se corresponderia con tratamientos
que como maximo alcanzan los 150-200 MPa (Dumay et al., 2013; Zamora and Guamis, 2015),
mientras que la homogeneizacion a ultra alta presion (UHPH) se corresponderia con presiones
que varian de 200 a 600 MPa (Morata and Guamis, 2020), existiendo diferentes equipos que
pueden trabajar a diferentes caudales, lo que permite su utilizacion a nivel de laboratorio o

industrial (Tabla 2.7). La aplicacién a mas altas presiones ha permitido que se extendieran su
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uso con diferentes objetivos, en el sector farmacéutico, quimico y bioquimico, ademas de la

industria alimentaria (Paquin, 1999; Guamis Lopez & Escriu Justo, 2010).

Tabla 2.7. Sistemas de homogenizacion a ultra y alta presiones a escala piloto y semi-industrial

(modelo, caudal, valvulas y su presion maxima de trabajo).

Microfluidics (EEUU) Microfluidizer M-7250 275 816
BEE International (EEUU) DeBEE 2000P-250/45 310 1500
Avestin (Canada) EmulsiFlex-C1000 207 1000
Gea Niro Soavi (Italia) Ariete NS5355 150 60000
APV (Reino Unido) Rannie 75 150 8009
Stansted  Fluid Power SPF-nG11300 400 240
(Reino Unido)

Ypsicon (Espaiia) UHPH-A1 350 159

2.1.6.4 El sistema de homogenizacion de ultra alta presion

El homogeneizador de ultra alta presion utilizado en esta tesis fue de la empresa Stansted
(Stansted Fluid Power, Ltd; Reino Unido). Concretamente, se utilizé el modelo de escala de
laboratorio o sobremesa FPG12500, que constaba de dos intensificadores, accionados por una
bomba hidraulica y una valvula de alta presion de cerdmica capaz de soportar presiones de 400
MPa a caudales de 15 L/ h. Como caracteristicas importantes a sefialar es que el disefio de la
valvula Stansted posee una geometria distinta a las de los homogeneizadores convencionales
(Figura 2.8), lo que hace que la direccion del flujo a través de la valvula se invierta. Ademas,
el espacio de homogenizacion es mas estrecho, 2-5 um, respecto a los 10-30 pm del disefio
clasico de APV-Gaulin. En el proceso, el fluido fluye a alta velocidad a través del estrecho
espacio existente entre el piston y el asiento de la valvula, llegando en funcién del equipo, a

presiones de hasta 600 MPa (Floury et al., 2004a).

Los ensayos de esta tesis se realizaron mediante un sistema y procedimiento en continuo de
esterilizacion y estabilizacion fisica de fluidos bombeados mediante homogeneizacion a ultra
alta presion (Figura 2.9), disenado y patentado (patente N° PCT/EP2011/003572) (Guamis et
al., 2012), por el grupo de investigadores de la Universidad Auténoma de Barcelona (UAB).
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Figure 1. Schematic representation of UHPH system used in experiments

Figura 2.8. Sistema UHPH (Guamis et al., 2012). Modelo esquematico del funcionamiento a escala
piloto (Ferragut et al., 2015).

Dicho sistema consta de un tanque de recepcion del producto, conectado a un intercambiador
de calor tubular (Garvia, SA, Barcelona, Espafia) con el propdsito de ajustar la temperatura de
entrada del producto a la valvula. Ademas, dispone de dos intensificadores propulsados por
una bomba de alta presion que actian de manera sincronizada bombeando el producto a un
flujo constante hasta la valvula de homogenizacion. Tras el paso por esta, se conecta a un
segundo intercambiador de calor tubular (Garvia, SA, Barcelona, Espafia) que permite reducir
de una forma répida la temperatura del fluido saliente. Para minimizar la posible contaminacion
microbiana después del tratamiento aplicado, se adaptd una cabina de flujo laminar (instalacién
adaptada de Mini-V, Telstar Technologies, SL, Terrassa, Espafa). Antes y después de cada
proceso, todo el sistema puede esterilizarse en un circuito cerrado a contrapresion con vapor
de agua a 140-150 °C durante 45-60 min. Las variables temperatura y presion se monitorizan
mediante sondas, posicionadas a la entrada y salida del producto del equipo, asi como también

antes y después de la valvula de homogenizacion.
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2.1.7 Aplicacion de procesos a (U)HPH

2.1.7.1 Fenomenos asociados al tratamiento

En los equipos de Gaulin utilizados en la produccion de leche, habitualmente se emplea un
caudal de 20.000 L/h y una presion 14 MPa, lo que significa que en la brecha o espacio de
homogenizacion la velocidad del fluido aumenta de 4 a 6 m/s, a aproximadamente 120 m/s en
casi 0,2 milisegundos, de forma que el proceso de homogenizacion se completa en menos de
50 microsegundos, antes de que el fluido salga del equipo (Dairy Engineering Company,
2010). Como consecuencia, se produce, a medida que el producto pasa de forma forzada a
través de la brecha o espacio de homogenizacion, la ruptura de los globulos de grasa a tamafios
cien veces menos que el didmetro real del orifico (Kleinig and Middelberg, 1998). Diferentes
autores, con el objetivo de determinar y evaluar las fuerzas responsables de esta
homogeneizacion, han realizado estudios para modelizar el patron de flujo, de forma numérica
y computacional, simulando la geometria de distintas valvulas como APV-Gaulin y Stansted
fluid Power (Kleinig and Middelberg, 1997; Floury et al., 2004b), sin embargo,
experimentalmente no se ha conseguido determinar del todo los fenémenos que ocurren en el

interior de la valvula.

Si bien, no se ha clarificado el orden de aparicion y la importancia de los fendémenos que tienen
lugar en la valvula de homogenizacion, si que se tiene constancia de que como resultado del
fendémeno de esfuerzo cortante, que representa la fuerza por unidad de superficie requerida para
mantener una velocidad constante de movimiento de un fluido, ocurren siguiendo la
termodinamica de fluidos acciones como friccion, torsion, entre otros. Derivado de este efecto,
se crea un estrés por cizalla que es la tension que se desarrolla por la compresion de los fluidos
a través de la pared del canal. Ademads, se producen fendémenos de turbulencia, con cambios
de direccion repentinos y a alta velocidad que provocan la formacion de pequefios e intensos
remolinos turbulentos en el liquido base, que producen la ruptura de los globulos mas grandes,
reduciendo el tamafio promedio general de los globulos. También se dan fendmenos de
cavitacion, debido al aumento de la velocidad que se produce a la entrada de la valvula, para
luego disminuir de forma repentina dicha velocidad y la presion en la apertura/orificio, lo que
hace que el liquido base se evapore repentinamente, de forma que las burbujas de vapor al
ingresar en el liquido incrementan la ruptura de los globulos de grasa. Diferentes autores hacen
referencia a la combinacion de estas fuerzas como responsables de los efectos asociados a esta

tecnologia, como la ruptura de la grasa, ruptura celular, cambios estructurales en los nutrientes,
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entre otros (Kleinig and Middelberg, 1997; Thiebaud et al., 2003; Floury et al., 2004a; b; Cruz
et al., 2007; Pereda et al., 2007; Ferragut et al., 2015).

En este proceso va asociado un aumento en la temperatura del producto como consecuencia de
la energia cinética generada en el desplazamiento del fluido que tiende a disiparse por la
friccion o rozamiento entre las moléculas, y que se transforma en energia caldrica,
produciéndose lo que se denomina calentamiento adiabatico (Gencel, 2012). Diferentes
autores, como Dumay et al.(2013), Dong et al. (2016) y Sevenich y Mathys (2018), resefian
que la compresion creada por el intensificador al incrementar la presion genera un
calentamiento adiabético, que es capaz de producir un aumento de 2-3 °C por cada 100 MPa.
Cuando se fuerza al fluido a pasar a través de la valvula, su velocidad aumenta debido a la
reduccion del tamafio de la tuberia que se acompafia por la caida de presion, de forma que las
fuerzas que actian en el momento y la conversidon parcial de energia mecénica en calor
provocan que la temperatura aumente linealmente con la presion de homogeneizacion en 14-
18 °C por cada 100 MPa. Por lo cual, justo a salida de la valvula se observa un incremento total
de la temperatura de 17-21 °C por 100 MPa (Dumay et al., 2013). Este incremento, también ha
sido observado por diferentes autores como parte del proceso UHPH aplicados en diferentes
matrices alimenticias, generandose un aumento de la temperatura del fluido en su transito por
la valvula de homogenizacion de en torno a los 20 °C/100 MPa (Pereda et al., 2007; Poliseli-
Scopel et al., 2012; Amador-Espejo et al., 2014; Ferragut et al., 2015), causado como se
comentd anteriormente pelo calentamiento adiabatico generado en la méquina y por los
fenémenos de turbulencia, cizalla y cavitacion que sufre el fluido en la vélvula de
homogeneizacion (Middelberg, 1995; Hayes and Kelly, 2003; Thiebaud et al., 2003; Donsi et
al., 2009). Sin embargo, si se compara con los tratamientos térmicos convencionales
(pasteurizacion y esterilizacion), dicho aumento se considera despreciable en cuanto a su
efecto térmico en el producto, debido a que el tiempo de calentamiento es muy breve inferior
< 0.7-1 s (Floury et al., 2000; Picart et al., 2006). Ademas, este breve aumento de la
temperatura parece tener un efecto positivo en la higienizacion del producto, especialmente
cuando se aplican presiones > 300 MPa cuando se pretende conseguir la esterilidad comercial
del producto (Amador-Espejo et al., 2014; Poliseli-Scopel et al., 2014; Ferragut et al., 2015;
Loira et al., 2018).

Muchas son las variables que pueden amplificar el efecto de los diversos fendmenos asociados

a los tratamientos UHPH, como son el disefio de la vélvula, la caida de presion, el contenido
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de grasa, el uso de tensioactivos, la viscosidad, la temperatura entrada del producto y

temperatura alcanzada en la valvula de homogenizacion (Middelberg, 1995; Tesch et al., 2003).

2.1.7.2 Aplicacion en la industria: Ventajas

Los procesos (U)HPH han demostrado tener aspectos realmente aplicables a la produccion de
fluidos bombeables, como promover una mejora en la higienizacion y la prolongacion de la
vida util de productos alimentarios (Floury et al., 2000; Diels and Michiels, 2006; Pereda et al.,
2007; Dumay et al., 2013), con modificaciones en la estructura de las proteinas y reducciones
en el tamafio de particula que aumentan la estabilidad de producto (Amador-Espejo et al., 2014;
Zamora and Guamis, 2015; Codina-Torrella et al., 2017). Ademas, puede tener una inmediata
aplicacion en el desarrollo de nuevos productos, con propiedades funcionales y bioactivos,
asociada a su capacidad de formar particulas de tamafio micro y nanométrico en suspension,
con la posibilidad de que puedan ser micro y nano encapsulados (Fernandez-Avila & Trujillo,
2017; Guamis Lopez & Escriu Justo, 2010; Hebishy, Buffa, Guamis, & Trujillo, 2013).

Ademas, puede ser una alternativa a la adicion de estabilizantes (Zamora and Guamis, 2015).

2.1.8 El efecto de los tratamientos (U)HPH

2.1.8.1 Efecto sobre los microorganismos

El potencial de la tecnologia en reduccion de la carga microbiana propia de los alimentos, asi
como de patogenos mediante estudios de challenge test, se ha demostrado en diferentes
matrices alimenticias como la leche de vaca, licuado de soja y almendra, horchata de chufa,
zumo de manzana, naranja, kiwi y mosto de uvas (Cruz et al., 2007; Pereda et al., 2007; Suarez-
Jacobo et al., 2010; Poliseli-Scopel et al., 2012; Amador-Espejo et al., 2014; Ferragut et al.,
2015; Codina-Torrella et al., 2018; Loira et al., 2018; Patrignani et al., 2019). El efecto obtenido
es equivalente a los resultados deseables de una pasteurizacion convencional, consiguiendo
incluso la prolongacion de la vida util. Ademas, cuando se aplican tratamientos a presiones >
300 MPa y en combinacion con determinadas temperaturas de entrada, se ha conseguido la
esterilizacion de los productos, como se ha evidenciado en zumo de uva, licuados de soja y
almendra y en leche de vaca (Amador-Espejo et al., 2014; Ferragut et al., 2015; Loira et al.,
2018).
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Son diferentes los factores que pueden favorecer esta inactivacién microbiana, y se relacionan
con las condiciones aplicadas en los tratamientos, como la adecuada combinacion de presiones
elevadas y temperaturas de entrada moderadas o elevadas (Thiebaud et al., 2003; Georget et
al., 2014; Roig-Sagués et al., 2015), el aumento del nimero de pases (Thiebaud et al., 2003;
Maresca et al., 2011), asi como, la investigacion del efecto sinérgico o de incremento de la
efectividad de esta tecnologia al combinarse con otras tecnologias (Donsi et al., 2009; Sauceda-
Galvez et al., 2019). Otro aspecto a considerar se relaciona con el tipo de microorganismos,
determinandose que, por lo general, las bacterias Gram negativas son mas sensibles que las
Gram positivas (Diels and Michiels, 2006; Brifiez et al., 2007; Georget et al., 2014; Veladzquez-
Estrada et al., 2020; Zhang et al., 2021). Respecto al producto, la composicion del alimento
puede afectar a la inactivacion microbiana, aumentando su eficacia, por ejemplo, cuando se
incrementa el contenido de grasa lactea al 10% (Roig-Sagués et al., 2009; Dong et al., 2016),
siendo también un factor a considerar las propiedades reoldgicas, como la viscosidad, que

parece tener un cierto efecto protector (Diels et al., 2005).

2.1.8.2 Efecto sobre los nutrientes y las propiedades fisicoquimicas
a) Proteinas

En el caso de las proteinas el efecto més destacable es la desnaturalizacion proteica, siendo los
factores que lo favorecen los fendmenos fisicos producidos en la valvula de homogenizacion
(cavitacion, cizalla, turbulencia, entre otros) y el aumento de la presion de homogenizacion
(Desrumaux and Marcand, 2002; Floury et al., 2002; Roesch and Corredig, 2003; Sandra and
Dalgleish, 2005; Bouaouina et al., 2006; Serra et al., 2009; Poliseli-Scopel et al., 2012)

En los diferentes estudios realizados en distintas matrices alimentarios se ha determinado que
se producen cambios en la conformacion de proteinas de suero de leche (Desrumaux and
Marcand, 2002), la reduccion del tamafio de las micelas de caseina en la leche (Kheadr et al.,
2002), cambios en estructura macromolecular e interacciones de las proteinas de soja (Floury
et al., 2002), y de las proteinas de la leche (Serra et al., 2009). Como consecuencia, en los
productos en los que se utilizaron como ingrediente, como en el queso y yogurt, se observo una
mejora de las propiedades funcionales de las emulsiones, asi como de la textura. La
desnaturalizacion proteica producida se considerada en muchos casos positiva, ya que se

favorece la interaccion entre proteinas y lipidos.
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En el estudio realizado por Bouaouina et al. (2006) en suero de leche tratado a presiones de 50
a 300 MPa, observaron que se conseguia la disociacion de los agregados de proteina sérica,
desenmascarando los grupos hidréfobos de forma que no se veia afectada su solubilidad.
Cuando se encuentran en un interfaz de aceite-agua estos grupos se adsorben a la superficie de
las gotas de grasa del producto de forma que se disminuyen o evitan los fendomenos de
coalescencia mejorando la visco-elasticidad y estabilidad de los productos (Roesch and
Corredig, 2003; Bouaouina et al., 2006; Poliseli-Scopel et al., 2012; Codina-Torrella et al.,
2017).

b) Lipidos

En el caso de los lipidos, entre los principales efectos a destacar se relacionan con el tamafio
de las particulas, y por lo tanto en la estabilidad fisica de las emulsiones, siendo los factores
que favorecen la reduccion del tamafio de particula, la temperatura de entrada, la presion
empleadas, el tipo de vélvulas de homogeneizacion utilizadas y los fendmenos fisicos
producidos ( Floury et al., 2000; Hayes et al., 2005; Pereda et al., 2007; Zamora and Guamis,
2015). En las particulas, la forma, didmetro y la conformacién de la superficie expuesta, y la
interaccion entre ellas, determinan las caracteristicas reoldgicas, estructurales, sensoriales,

opticas y incluso oxidativas en el alimento procesado (Schubert and Engel, 2004).

Si bien con la homogenizaciéon convencional se consigue la reduccion del tamafio de las
particulas de grasa en la leche, lo que conduce a una estabilizacion del producto (Paquin, 1999),
en el caso de los tratamientos UHPH aplicados actualmente se obtienen reducciones del tamaiio
de los gloébulos de grasa mayores y a la vez una menor cantidad de agregados de particulas en
suspension, con lo cual, se mejora la dispersion y distribucion de las particulas del producto,
siendo las emulsiones fisicamente mucho més estables en distintos productos, como la leche,
horchata de chufa y licuado de soja (Poliseli-Scopel et al., 2012; Amador-Espejo et al., 2014;
Codina-Torrella et al., 2017). Sin embargo, en estudios realizados en leche y licuados de soja,
se ha descrito que cuando se aplican presiones superiores a los 300 MPa, hay una cierta
tendencia a que se formen agregados, independientemente de la temperatura de entrada,
pudiendo existir un limite critico maximo de reduccion del tamafio de particula que al
sobrepasarse puede favorecer un cierto incremento de tamafio globular (Amador-Espejo et al.,

2014; Ferragut et al., 2015).

El hecho de que las emulsiones sean estables es de relevancia para preservar las propiedades

nutricionales de los productos, asi como la prolongacion de su vida utiL. Un patrén
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caracteristico asociado a la inestabilidad de las emulsiones agua/aceite, que ademéas contienen
otros componentes como las proteinas y los carbohidratos (sistema coloidal), es que
inicialmente se produce la separacion de globulos de grasa que se agregan, formando particulas
de mayor tamafio de baja densidad que facilmente migran hacia la superficie, produciendo el
fenomeno denominado cremado. Posteriormente, debido al desequilibrio de fuerzas en el
medio de las particulas de mas densidad, como las proteinas, migran al fondo produciéndose
el fendmeno de sedimentacion. La tendencia hacia la agrupacion espontanea de los coloides
puede ser explicada por el mayor efecto de las fuerzas de atraccion (Van der Waals) que las de
repulsion. Por ello, en ocasiones, es necesario la adicion de tensioactivos de moléculas que en
la interfaz del aceite y agua facilita que se que produzca la estabilidad termodinamica (Floury
et al., 2000). La velocidad en que ocurren los cambios que llevan a la formaciéon de agregados
(por floculacion o coalescencia) dependera de la composicion de la matriz alimenticia,

concretamente de la proporcion de agua/aceite y la presencia o no de tensioactivos.

En cuanto el efecto de la tecnologia en el perfil de acidos grasos, Rodriguez-Alcala et al.,
(2009) observaron que la aplicacion de tratamientos entre 50 y 350 MPa en leche de rumiantes
(vaca, oveja y cabra), no afect6 significativamente ni al contenido de 4cidos grasos, ni al perfil
de isomeros de acido linoleico conjugado. Por otra parte, en licuados de soja y almendra
tratados a 200 MPa, 55 °C y 300 MPa, 75 °C, tampoco se encontraron diferencias en el perfil
de los acidos grasos saturados totales (SFA), monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados

(PUFA) (Ferragut et al., 2015).

En cuanto a la hidrolisis y oxidacion lipidica son diversos los efectos en funcion de la matriz y
del tratamiento UHPH aplicado. En el caso de la leche tratada a 200 y 300 MPa, se observo
que la cantidad de caseina presente tenia un efecto protector de la oxidacion, que fue mas
limitante en las muestras tratadas a 300 MPa, que a 200 MPa, las cuales tuvieron mas lipolisis,
causado principalmente por inactivacion solo parcial de la lipooxigenasa (Pereda et al., 2008).
En los licuados de soja, cuando se aplicaron tratamientos UHPH con el objetivo esterilizacion,
por lo tanto, presiones de 300 MPa y altas temperaturas de entrada (75 °C), se favoreci6 la
formacion de compuestos indicadores de la reaccidon primaria, hidroperéxidos, en el primer dia
de almacenaje del producto envasado asépticamente. Sin embargo, disminuyeron de una forma
significativa durante su conservacion durante 180 dias, en comparacion a los resultados
obtenidos en los licuados de soja tratados por UHT. Tras el tratamiento inicial, la gran
disrupcion inicial de los globulos de grasa, que aumentd el nimero de gotas en dispersion,

provoco que hubiera una mayor exposicion de las superficies de las gotas de aceite, lo que
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favorecio el ataque oxidativo. Durante el almacenamiento la mayor interaccion entre las
proteinas y los lipidos, tuvo un efecto protector en cuanto a la formaciéon de nuevos radicales
de hidroperéxidos (Poliseli-Scopel et al., 2014). En el caso de la horchata de chufa, en los que
se aplicaron tratamientos a UHPH de 200 y 300 MPa, también se observd que se favorecia
cierta estabilidad oxidativa debido a la formacion de una fina capa de proteinas alrededor de
las gotas de grasa que actuarian como una barrera entre la grasa y las sustancias reactivas

oxidantes del medio (Codina-Torrella et al., 2017).
c¢) Antioxidantes

En los diferentes estudios realizados, sobre todo en zumos y extractos de frutas y diversos
vegetales, se ha determinado que determinados tratamientos UHPH conservaron, incluso
incrementaron, los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante en relacion al producto
en crudo, y desde luego, respecto a su homologo tratado mediante pasteurizacion térmica

(Suérez-Jacobo et al., 2011; Veldzquez-Estrada et al., 2013; Toro-Funes et al., 2014).
d) Interaccion y formacion de nuevos compuestos

Por efecto del tratamiento UHPH, se ha determinado que se forman cambios en los fluoréforos
nativos de los alimentos. En el caso de la leche y productos lacteos se observd que cuando son
tratados mediante (U)HPH entre 100 y 300MPa con temperaturas de entrada entre 23 a 83 °C,
se producian compuestos de Maillard indicadores de los efectos térmicos entre los azucares
reductores y los aminoacidos de la leche, asi como fluorescencia derivada del triptdfano y la
di-tirosina que son indicadores de cambios en las proteinas (estructurales, desnaturalizacion,
agregacion). Estos procesos fueron mas relevantes cuando se aplicaron temperaturas superiores

a 50 °C, independientemente de la presion aplicada (Liu et al., 2018a; b).

2.1.8.3 Efecto sobre los atributos de calidad del producto

Los cambios reoldgicos y en color, son dos de los atributos de mayor relevancia en cuanto al
efecto de los tratamientos UHPH. Con relaciéon a las caracteristicas reologicas, si bien se
producen ciertos cambios en los productos tratados por UHPH frente al control, en la mayoria
de casos no solo no son percibidos como negativos, sino que favorece la buena aceptacion del
producto (Kheadr et al., 2002; Poliseli-Scopel et al., 2013; Codina-Torrella et al., 2018).
También en el color, a nivel instrumental, se aprecia una cierta opacidad del producto tratado

por UHPH, asociados a la reduccion del tamafio de particulas, y, por lo tanto, al aumento el
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nimero de particulas en suspension o distribuidas en la fase continua, aumentando
probablemente la interaccion de la luz incidente con las particulas formadas (Cruz et al., 2007;
Poliseli-Scopel et al., 2013; Codina-Torrella et al., 2018; Patrignani et al., 2019).

2.1.8.4 Interés de la aplicacion de la tecnologia UHPH en la produccion de

caldo de pescado

En el medio acuoso de los caldos coexisten particulas de diferente naturaleza procedentes del
pescado (lipidos, proteinas, enzimas, coldgeno, entre otros) y del resto de ingredientes
empleados en la elaboracion (aceite, vegetales y especies). Los componentes del pescado
favorecen que se produzca rapidamente modificaciones nutricionales, una alta inestabilidad
enzimatica y fisica, y el rapido crecimiento de microorganismos, por lo que a nivel industrial
es frecuente que se incorporen componentes naturales o artificiales, que permitan enmascarar
el sabor y aroma causado por los ingredientes utilizados, sobre todo si hay visceras, que causan
rechazo en el consumidor. En los procesos actuales, aplicados tanto por pequefias o grandes
empresas, si bien garantizan la higienizacion del producto, el producto presenta cierta
desestabilizacion fisica, siendo comin encontrar en la etiqueta como sugerencia de consumo
la expresion “se recomienda agitar antes de consumir”. Los procesos UHPH aplicado a la
elaboracion de caldo de pescado, podria permitir obtener productos seguros y estables

microbioldgica y fisicamente, preservando sus caracteristicas organolépticas.
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3.1 Recepcion de la materia prima

Los productos de la pesca para la elaboracion del caldo de pescado se adquirieron en la empresa
Pescados Videla, S.A. (El Prat de Llobregat, Barcelona, Espana). Los productos se
suministraron congelados en cajas de 6 kg, manteniéndose a -18 °C hasta su uso en los
congeladores de la Planta de Tecnologia de Alimentos de la Universidad Auténoma de
Barcelona (UAB). Los productos suministrados fueron: a) cabezas de rape (Lophius spp)
capturado en la zona FAO Atlantico Noreste; b) trozos de merluza cortados en cubos
(Merluccius spp) capturado en el mar Mediterraneo y c) pescado de roca para sopa constituido
por peces pelagicos de diferentes tamafios, también capturados en el mar Mediterraneo, como
el rubio (Chelidonichthys spp, y/o Trigloporus lastoviza, Trigla lyra), arana (Trachinus spp),
congrio (Conger conger), pelaya (Citharus linguatula), gallineta (Scorpaena spp), salmonete
(Mullus spp), cangrejo (Pachygrapsus marmoratus, Panapeus africanus y/o Xantho spp) y
cigalas (Nephrops norvegicus), los términos cientificos nombrados se consultaron en la base
de datos terminologicos y de identificacion de especies pesqueras de las costas de Andalucia
(Arias-Garcia et al., 2019). Los aderezos, especias y verduras, como la sal marina (Sal costa
S.U.L, Barcelona), aceite de girasol (Borgesol, Borges Branded Foods S.U.L., Lleida), pimenta
en grano (Alcampo, S.A.), orégano seco (Alcampo S.A.), cebolla, zanahoria, puerro, apio,
perejil y limon se adquirieron en la cadena del grupo Auchan Retail (Alcampo, S.A., Sabadell,
Espana). La compra de los productos vegetales se realizo el dia anterior a la produccion del

caldo de pescado.

3.2 Elaboracion del caldo de pescado

3.2.1 Produccion de un caldo base

Se elaboro6 un caldo base con cabezas de rape (caldo 1) segun la receta descrita por Corpus del
Patrimoni Culinari Catala (Institut Catala de la cuina, 2016), sobre elaboracion tradicional de
caldo de pescado en Tossa de Mar (Girona). Las cantidades e ingredientes utilizados se
muestran en la Tabla 3.1 (etapa-1, caldo 1). Para su produccion, el pescado se puso a hervir en
agua descalcificada junto al aceite de girasol, sal y limon. En los primeros 5 minutos se
incorporaron las verduras (lavadas, peladas y troceadas) como la cebolla, zanahoria, puerro y

apio. Sucesivamente, se agregaron las cabezas de rape (previamente descongeladas en el
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frigorifico durante la noche en aproximadamente 16-18 h). Cuando se alcanzd la temperatura
de ebullicion (~100 °C), se mantuvo en cocciéon por un periodo de 30 min, eliminandose de
forma continua toda la espuma formada durante su desarrollo. En los tltimos 5 min de coccion
se incorporo el perejil, orégano y la pimenta en grano. Al finalizar el proceso, con una espatula
se retiraron los componentes de mayor tamafo, y los de menor grosor se separaron mediante

filtracion en un tamiz vibratorio de acero inoxidable de luz de malla de 100 pm (Figura 3.1).

Tabla 3.1. Formulaciones de caldo de pescado: ingredientes y cantidad.

Ingredientes Cantidad (g) de ingredientes
Etapa-1 Etapa-2 Etapa-3 Etapa-4
Caldos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Sal 10 5,3 53 53 53 53 53 53 53 53 53153 53
Aceite 24 12 12 12 12 12 12 2 12 12 12 12 12
Rape 750 750 750 750 750 750 750 . 750 375 375 250 300 225
Roca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 375 250 300 225
Merluza 0 0 0 0 0 0 0 0 375 0 250 O 0
Cebolla 30 40 55 80,3 30 30 30 55 55 55 55 55 55
Zanahoria 25 49 60 64,5 25 25 25 60 60 60 60 60 60
Puerro 15 13 158 15,5 15 15 15 158 15,8 15,8 15,8 15,8 158
Limén 10 8 9 8,1 10 10 10 9 9 9 9 9 9
Apio 7 7 10 7 7 7 7 10 10 10 10 10 10
Perejil 5 5 6,2 5 5 5 5 62 62 62 62 62 6.2
Orégano 0,3 0,3 03 03 04 05 06 05 05 05 05 05 05
Pimenta 2 2 2 2 09 1,3 14 13 13 1,3 1,3 13 13
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Ebullicién del agua (a)

(Inicio de la coccion)

P Remocién de
e id
Zanahoria e residuos (g)

Cebolla Incorporacion de

Puerro vegetales (b)
AplO \ AT

i

Incorporacion del
pescado (c)

SRR
A A s
A A A

Coccion en ebullicion

v

i Nl N

Perejil Afadidura de vegetales

Orégano y especies (d)
Pimienta

Fin de la coccion (f)
Caldo-CPS

Figura 3.1. Esquema de produccion del caldo base: (a) ebullicion de 1 L de agua, (b) cantidad total -
92 g, (¢) 750 g de cabezas de rape, (d) Aderezos: cantidad total - 2,3 g, (f) tiempo transcurrido 35 min,
(g) separacion de los trozos de pescado y verduras, (h) Filtracion y recogida del caldo en vasos de
precipitados estériles de 2,5 L de capacidad, (i) conservacion en botellas estériles de 500 mL.

60



Material y Métodos

3.2.2 Optimizacion de la cantidad de vegetales v especias

Siguiendo el procedimiento descrito en la preparacion del caldo base (caldo 1), con la finalidad
de mejorar sus propiedades gustativas, se ensayaron 6 nuevas formulaciones, variando la
cantidad de vegetales y especias (Figura 3.2). En las primeras tres formulaciones de caldos 2,3
y 4 (etapa-2) se incrementd gradualmente la cantidad total de vegetales, y en las ultimas tres
(caldos 5, 6 y 7, etapa-2) se redujo gradualmente el contenido de especias. Las cantidades e
ingredientes utilizados en las diferentes etapas de optimizacién del caldo de pescado se

muestran en la Tabla 3.1.

Ebullicion del agua
(Inicio de la coccion) ~

Caldo 1:92 g
Incorporacion de Vegetales B < culdo 2: 122 g
Caldo 3: 15

Caldo
<

[ Incorporacion del pescado ]

'\
Caldo 1:23 g

Caldo 5:13 g Adicion de vegetales y
especias
Caldo 6: 1,8 g

Caldo 7:2,0

Coccion

Fin de la coccion

Y

[ Remocién de Residuos ]

Filtracion

v

Caldo-CPS

Figura 3.2. Diagrama de optimizacion del caldo de pescado con ajuste de la cantidad de vegetales y
especias.

3.2.3 Optimizacion del caldo en funcion del tipo de pescado

Con la finalidad, de aumentar el sabor y olor a pescado se incorporaron nuevas especies de
pescado, siempre considerando que se debian utilizar productos de la pesca de bajo coste
econoémico. Teniendo como base la formula seleccionada en el apartado anterior, constituida
por 156 g de vegetales y 1,8 g de especias, se ensayaron 4 nuevas formulaciones de caldo 8, 9,

10 y 11 (Tabla 3.1). Compuestas por: a) solo cabezas de rape; b) cabeza de rape y trozos de
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merluza en una relacion 1:1; ¢) cabeza de rape y surtidos de pescado para sopa/pescado de roca
(peces pelagicos de pequeio tamafo, cangrejos y cigalas) en una relacion de 1:1 y d) cabeza
de rape, trozos de merluza y pescado de roca en una relacion 1:1:1, respectivamente (Figura

3.3).

Ebullicion del agua

(Inicio de la coccién) a) Caldo 8: Solo cabezas de rape 7 50

[ Incorporacion de Vegetales ]

b) Caldo 9: Cabeza de rape 375 g

Incorporacion del pescado trozos de Merluza 375 g

Coccion c) Caldo 10: Cabezas de rape 375 ¥r Tieg
pescado de Roca 375 g \

Adicion de vegetales y
especias

Fin de la coccion

Trozos de Merluza 250 g

d) Caldo 11: Cabezas de Rape 250
K Pescado de Roca 250 g

Filtracion

[ Remocién de Residuos ]

v

Caldo-CPS

Figura 3.3.0ptimizacion del caldo de pescado: uso de subproductos de la pesca para la intensificacion
del gusto.

3.2.4 Optimizacion vy estandarizacion en funcion de la cantidad de pescado en el caldo

3.24.1 Caldos seleccionados para su posterior tratamiento UHPH y/o UHT

1) Produccion de un caldo con caracteristicas similares al comercial. A partir, de la formula
del caldo 10, seleccionado en el apartado anterior en el que se utilizaba 750 g de pescado,
el objetivo fue obtener un caldo con un menor coste. Para ello, se redujo la cantidad de
pescado a 600 y 450 g. manteniendo una relacion de 1:1 entre el pescado rape y roca en el
caldo 11 y 12, respectivamente (Tabla 3.1).

2) Produccion de un caldo con mayor contenido proteico. Tras determinar que el contenido

proteico del caldo estandar (CPS) fue de un 1,11 % de proteina, se plante6 la produccion
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de un caldo enriquecido con proteina (CPSP). Para obtencién de un concentrado proteico
que luego se incorporarian a la formulacion estandarizada CPS, se evaluaron tres procesos

(Figura 3.4, 3.5y 3.6).

Proceso 1: La preparacion del concentrado proteico segin el método de Vidal-campello et al.
(2021) con algunas modificaciones. A 100 g de secciones musculares de merluza (Merluccius
spp) se le adicion6 agua descalcificada en una proporcion de (1:3). Se cocié a 90 °C durante
15 min. La porcidn acuosa se descartd y las fibras musculares se separaron manualmente y se
prensaron en un mortero. De forma inmediata, se deshidraté en un horno de circulacion de aire
forzado (Modelo: S400, Sveba-Dahlen, Fristad, Suecia) a 65 °C durante 3 h. Posteriormente,

se triturd, hasta obtener un producto pulverulento (Figura 3.4).

Figura 3.4.Imégenes del método 1 de elaboracion del concentrado proteico de pescado.

Proceso 2: Tras la coccion de las secciones musculares de rape y merluza a temperaturas de 90
°C durante 15 min, se realizd la trituracion del contenido total mediante Ultraturax (modelo:
Heidolph Diax900, 8000-2400 1/min, Alemania). Posteriormente, se filtr6 en un tamiz de 50
um, y se deshidrato en el horno de circulacion de aire forzado a 80 °C durante 10 h (Figura
3.4b).

Figura 3.5.Imégenes del método 2 de elaboracion del concentrado proteico de pescado.

Proceso 3: Tras la cocciéon del pescado de roca se realizd la molturacion con un
homogeneizador electromecénico (Krups/KB720, Barcelona, Espafa), durante 5 min.
Posteriormente se realizd una doble filtracion usando un tamiz vibratorio de acero inoxidable
de luz de malla de 100 um (modelo FT-300, CISA, Barcelona, Espaiia) (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Imagenes del método 3 de elaboracion del concentrado proteico de pescado.

3.3 Tratamientos (UHT y UHPH) y conservacion del caldo

Con el objetivo de preservar o mejorar las calidad microbioldgica, sensorial y nutricional del
caldo de pescado, ademéds de comparar dos tecnologias, se aplicaron tratamientos de
conservacion convencionales a ultra alta temperaturas (UHT, en sus siglas inglesas) y mediante
la tecnologia emergente de homogenizacion a ultra alta presion de (UHPH, en sus siglas
inglesas).

Para los tratamientos UHT las muestras de caldo de pescado estandar (CPS) se acondicionaron
a la temperatura de entrada de 65 °C, se homogeneizaron a 18 y 4 MPa en un homogeneizador
de dos etapas con ajuste de presion hidraulica Tetra Alex® SO5 (Tetra Pak, Lund, Suecia), y el
tratamiento térmico se realizd en un equipo de sistema indirecto Flex UHT tubular Tetra
Therm® Pilot (Tetra Pak, Lund, Suecia) a 142 °C durante 6 s, para posteriormente ser enfriada

a25°C.

Los tratamientos UHPH, se realizaron en un equipo (Stansted Benchtop Homogenizer G12500
Stansted Fluid Power Ltd., Reino Unido), dotado de dos intensificadores impulsados por una
bomba hidrdulica y una valvula de cerdmica con capacidad de suportar presiones de trabajo de
hasta 400 MPa a caudales de 15 L/ h. Previo a realizacion de los tratamientos todo el circuito
fue esterilizado a contrapresion con vapor a 150 °C durante 1 h. Al inicio se vertio el caldo de
pescado en un tanque de alimentacion conectado a un intercambiador de calor (Garvia, SA,
Barcelona,Espafia), apto para realizar un rapido precalentamiento del producto a las
temperaturas de entrada elegidas de 45, 55, 65, 75 y 85 °C. Posteriormente, se trat6 a 300 MPa
en su paso por la valvula de homogenizacion a alta presion, tras la cual, y de forma inmediata
circuldé a través de un segundo intercambiador de calor con la funcién de conseguir su
enfriamiento instantdneo, recogiéndose a 25 °C. Para el muestreo aséptico, a la salida del

equipo se acondicioné en una cabina de flujo laminar (adaptado de Mini-V, Telstar
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Technologies, SL, Terrassa, Espafia). Al finalizar el proceso, el equipo se limpi6 y desinfectd
siguiendo un protocolo establecido. Para el control del proceso, se monitorizo la temperatura
de entrada en el deposito/tanque de alimentacion (To), la temperatura antes de la valvula de alta
presion (T1); la temperatura después de la valvula de alta presion (T2) y la temperatura de salida

del equipo del producto (T3)
Aplicacion de tratamientos UHPH y UHT en los estudios (Figura 3.7):

a) Efecto de la aplicacion de la UHPH a temperaturas de entrada entre 45 y 75 °C
(Capitulo 5), se aplicaron diferentes temperaturas de entrada (To =45, 55, 65y 75 °C),
300 MP y una temperatura de salida de T3=25 °C. Las muestras de caldo de pescado
estandar (CPS) se conservaron a temperaturas de refrigeracion de 4 y 8 °C, y a
temperatura ambiente (20-25 °C) durante 20 dias.

b) Evaluacion del efecto de tratamientos UHPH en comparacion a los de UHT (Capitulo
6), las muestras de caldo estandar CPS se trataron por UHPH (To-75y 85 °C, 300 MPa,
T3-25 °C), y por UHT (142 °C, 6 s).

c) En el estudio de la vida util de los caldos tratados por UHPH con interés en la
esterilizacion comercial (Capitulo 6), se aplicaron temperaturas de entrada de To =75
y 85 °C en caldo estandar (CSP), y To=85 °C a muestras de caldo con mayor contenido
en proteina (CPSP), con tratamiento a 300 MPa y temperatura de salida T3- 25 °C.

Todas las muestras se conservaron a 20-25 °C durante 135 dias.
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[ Remocién de Residuos ]

AN
- )

[ Filtracion (a) ] [ Homogeneizador (b)

[ Filtracion (a)

Caldo-CPS Caldo-CPSP

Tratamientos

Tratamientos

UHT (140 °C, 63)
To = 65°C, T3 = 25 °C

Sin tratar UHPH UHT Sin tratar UHPH
UHPH (3)

CUHPH(D To= 85 °C, 300 MPa,

To= 55, 65,75 y 85 °C, Tu = 25 °C
3 =
UHPH (2)

To="75y 85 °C,

300MPa, T3 =25 °C

Figura 3.7.Tratamientos UHPH y UHT aplicados al caldo de pescado.

3.4 Analisis sensorial

Seleccion del panel catadores: El nimero de jueces o catadores seleccionados dependi6 del
método de analisis sensorial aplicado. Entre el personal del Departamento de Ciencia Animal
y de los Alimentos de la Universidad Auténoma de Barcelona, se seleccionaron aquellos jueces
que poseian experiencia en la evaluacion de diferentes productos alimenticios en un intervalo

de edad comprendida entre los 23 a 65 afios.
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Condiciones generales de las pruebas: los caldos producidos el mismo dia de la cata se
sirvieron a una temperatura de 65 °C, en un vaso traslticido de 100 mL de capacidad, entre las

11y 13 h, junto a las instrucciones para su evaluacion

3.4.1.1 Establecimiento del perfil olfato-gustativo UNE-EN-1SO 87017: 1992

Para determinar las particularidades sensoriales del caldo base (caldo 1) se aplico la norma
UNE-EN-ISO 6564:1985 (AENOR, 2010a), con criterios que permiten describir y evaluar las

propiedades olfativo-gustativas de un producto de forma reproducible.

Muestreo y técnica de la prueba: Un jurado constituidos por 7 catadores recibieron
instrucciones para la identificacion de 4 parametros relacionados con la percepcion y definicion
de las cualidades olfato-gustativas: 1) el grado de intensidad de los componentes presentes; 2)
el regusto en el que se trata de apreciar las notas posibles de encontrar, después de que la
muestra haya desaparecido de la boca, 3) la persistencia, es decir, la cuantificacion de la
duracion de la percepcion de estas notas, y 4) la impresion general, es decir, el procedimiento
que permite la descripcion del grado de armonia con el que se percibe el conjunto. Los tres
primeros parametros se evaluaron en una escala de intensidad de 0 a 5 y el cuarto parametro en

una escala de 3 puntos.

Condiciones del ensayo: Para su evaluacion se utilizaron métodos independientes en los que se
analiza las respuestas individuales de los participantes, sin necesidad de un acuerdo del equipo,
aplicando el método estadistico de analisis de varianza (ANOV A) utilizando el programa SPSS
version 23 (IBM SPSS Statistics; IBM Corporation, Armonk, NY, EE. UU.). En todos los

andlisis, los valores de p <0.05 se consideraron significativos.

3.4.1.2 Prueba triangular por diferencias (UNE-EN- ISO 4120:2008)

La norma UNE-EN-ISO 4120:2008, equivalente a la norma internacional ISO 4120:2004,
permite la evaluacion sensorial de dos productos bastante homogéneos (AENOR, 2010b). En
este estudio, se aplicod para comprobar si existian diferencias sensoriales perceptibles entre los
caldos CPS sin tratar (control) y el tratado con UHPH (To=75 °C, 300 MPa, T3=25 °C). Con
este método es posible determinar la direccién (qué atributos son relevantes) y su intensidad,

con el apoyo del perfil-olfato gustativo.

Muestreo y técnica de la prueba: Un jurado constituido por 10 catadores evaluaron una de las

siguientes triadas de muestras presentadas en las siguientes secuencias: ABB, BAA, AAB,
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BBA, ABA, BAB donde dos eran similares y una distinta. En las instrucciones se demando
que senalasen unicamente la muestra distinta. Las triadas se presentaron aleatoriamente en tres

sesiones distintas a los mismos miembros del jurado, realizando un total de 30 evaluaciones.

Condiciones del ensayo. La sensibilidad de la prueba se defini6é con un nivel de significancia
de @=0,05, £=0,05 y un ps= 50%, siendo pq el porcentaje de probabilidad de que los jueces
puedan ser capaces de detectar diferencias entre las muestras. Se acepto la hipdtesis “de que
existen diferencias” entre los caldos CPS, sin tratar (control) y el tratado con UHPH, en los
casos donde el numero de respuestas correctas necesarias era mayor o igual al valor critico
tabulado, obtenido en la Tabla A.1 (Numero minimo de respuestas correctas necesarias para

concluir que existen diferencias perceptibles, basado en una prueba triangular) de la

metodologia en andlisis UNE-EN ISO 4120:2008 (AENOR, 2010Db).

3.4.1.3 Metodologia de ordenacion (UNE-EN-1ISO 8587:2010)

La norma UNE-EN-ISO 8587:2010 (AENOR, 2010c), se basa en ensayos descriptivos o de
preferencia heddnica, para ordenacion de muestras recibidas de forma simultanea y aleatoria,

en funcion de la intensidad de un atributo o de la impresion general.
Muestreo y técnica de la prueba: Este método se utilizo:

a) En la optimizacion de la cantidad de vegetales y especias: 12 catadores recibieron de forma
aleatoria cuatro muestras de caldos con cantidades distintas de componentes vegetales, en
la primera evaluacion, y otras cuatro muestras con cantidades de especias variadas, en la
segunda evaluacion. Se solicitd la ordenacidon de las muestras segin la intensidad del
caracter vegetal o especias.

b) En la optimizacion del caldo en funcion del tipo de pescado: 12 catadores recibieron cinco
muestras de caldo de pescado. Cuatro de ellas se elaboraron en la Planta Piloto de
Tecnologia de Alimentos UAB, y la quinta fue un caldo comercial que se selecciond por
su semejanza en la composicion y la cantidad de los ingredientes. Se les pidi6 que
ordenasen las muestras segtin la intensidad del grado de distincion del sabor a pescado.

c) En la optimizacion y estandarizacion del caldo en funcion de la cantidad de pescado: 12
catadores recibieron tres muestras de caldo elaborados con 750, 600 y 450 g pescado de

cabeza de rape y roca. La ordenacion de las muestras se realiz6 en base a la impresion
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global, considerando la descripcion del grado de armonia con el cual se percibe el todo
(Apariencia/Aroma/Sabor/Consistencia) en una escala de 3 puntos.

d) En el estudio comparativo de los tratamientos de UHPH y UHT: 15 catadores recibieron
tres muestras de caldo de pescado, 2 tratadas por UHPH: To-75 y 85 °C, 300 MPa, T3=25
°C, y 1 tratada por UHT: 140, 6 s.

Condiciones del ensayo: Se aplico la prueba de Friedman (andlisis de varianza para
ordenaciones), en un disefio de bloque completo, en la cual los miembros del jurado evalian la
serie completa de muestras en un experimento, para detectar si hay diferencias entre al menos
dos de los productos estudiados. La prueba permite determinar el grado de probabilidad de que
los jueces puedan reconocer diferencias entre las muestras. Los pardmetros del ensayo se
definieron considerando, el j nimero de jueces necesarios para los ensayos descriptivos (12 a
15), p el namero total de muestras (p > 2), el riesgo asumido @=0,05 y R; la suma de las
respuestas individuales de los jueces para un producto i. Se acepto la hipdtesis “de que existen
diferencias” entre las muestras en los casos donde el niimero de respuestas correctas del
experimento (Frs > F) era superior al valor critico tabulado obtenido en la Tabla.4 (Valores
criticos - F del test de PAGE (0,05 y 0,01) de la norma en analisis UNE-EN-ISO 8587:2010.

12 _(R? 4.4+ R2) — 3j
Ftestj 7 (1) (R1 + + Rp) 3](p + 1)

Para identiﬁcal‘ qué muesuds crdall S1ZN111CAUVAIIICIHC ULICICICS d 1dS UClIlaS, S€ procedié al
calculo de la Minima Diferencia Significativa (MDS), para un riesgo asumido de a= 0,05 en
disefio de bloques completos. Se aceptd la existencia de diferencias significativas entre 2

muestras, en los casos donde los valores absolutos de la diferencia entre ellas fueran superiores

al calculo del MDS.
MDS= 7 ’] p (p+1)
6

El desempefio de los jueces también se evaluo, usando el test de PAGE, determinando el valor
L para la confirmacion de una ordenacion predeterminada de las muestras. Se aceptd el orden
predeterminado de las muestras cuando L era superior al valor critico tabulado obtenido en la
Tabla.3 (Valores criticos del test de PAGE para el caso del diseiio en bloques completos) de
la norma UNE-EN-ISO 8587:2010, para un a=0,05,

L=R1 + 2R2 + 3R3 + +pRp
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3.4.1.4 Anadlisis microbioldgicos

Para realizar los analisis microbioldgicos, se prepararon las diluciones decimales pertinentes,
en agua de peptona tamponada (Oxoid, Basingstoke-Hampshire, Reino Unido). Los analisis
microbioldgicos que se realizaron fueron: recuento de microorganismos aerobios mesofilos en
agar PCA (Plate Count Agar) (Oxoid) que se incubaron a 30 °C durante 48-72 h. En el caso de
los anaerobios se incubaron a 30 °C en una jarra de anaerobiosis con una bolsa AnaeroGen ™
(Oxoid). Para el recuento de esporas aerobias mesofilas, previamente a la siembra en PCA, la
muestra se tratd a 80 °C durante 10 min, y después se enfrié rapidamente en agua con hielo.
Posteriormente, se sembro6 en agar PCA y se incubaron a 30 °C durante 48-72 h. El recuento
de enterobacterias se realizdé en Agar Bilis Rojo Violeta Glucosado (VRBG, Oxoid), que se

incubaron durante 24 h a 37 °C. El limite de cuantificacion fue de 1 UFC/mL.

Ademas, también se realizaron pruebas de esterilidad, incubando la muestra de caldo de
pescado (100 mL) a 30 y 55 °C durante 21 dias. En este periodo, se realiz6 su reconocimiento
visual para apreciar si se producia separacion de fases, gelificacion y/o formacion de codgulos,
Ademas, al finalizar el tiempo, se realizd el recuento en agar PCA (Plate Count Agar) (Oxoid)

incubando a 30 y 55 °C durante 48-72 h.

3.5 Caracterizacion fisica de los caldos

3.5.1.1 Color

La caracterizacion de la tonalidad de las formulaciones se efectué usando un colorimetro
Hunter Lab (MiniScan XETM, Hunter Associates Laboratory Inc., Reston, VA, EEUU). Se
dispens6 5 mL de las muestras en un vaso translucido disefiado por HunterLab’s, que se sello
con un ensamblaje constituido por un disco de acero inoxidable y una arandela de goma. El
colorimetro se calibrd con los estandares de blanco y negro, empleando el iluminante de D65
y un observador estandar de 10°. Se evaluaron las coordenadas L*, a* y b*, dentro del espacio
de color CIELab propuesto por la Commission Internationale de I’Eclairage (CIE), donde el
valor L* define la luminosidad y sus valores oscilan de O/negro a 100/blanco, los demas ejes
oscilan en direccion negativa o positiva sin limites numéricos especificos para a*(verde-rojo)

y b*(azul-amarillo). Con los datos obtenidos se calculo:

e La diferencia de color total AE* entre las muestras, donde, AL*, Aa* e Ab* representan

las diferencias existentes entre muestras en las coordenadas triestimulo (XYZ),
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AE * = /AL *2 + Aa*2 + Ab*2

3.5.1.2 Determinacion del tamaiio de particula

Para la determinacion del tamafio de particula se utilizé un equipo Beckman Coulter (LS 13
320 series, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EEUU), para generar una difraccion laser capaz
de establecer la distribucion y el tamafio de las particulas en las formulaciones de caldo. Las
muestras se diluyeron previamente con agua destilada, para conseguir el porcentaje de
obscuracion laser apropiado (2-7 %) en la celda de difraccion. Se aplicod un modelo Optico
basado en la “teoria Mie” para la dispersion de particulas esféricas, aplicando las siguientes
propiedades: a) indice de refraccion real del producto CPS=1,36 y CPSP=1,39 obtenido
mediante un refractometro (Spectronic Instruments, Inc. Rochester, New York, EE. UU); b)
indice de refraccion del fluido (agua) = 1,332; ¢) indice de refraccion imaginario = 0 y d)
velocidad de la bomba al 20%. La distribucion del tamafio de particula se caracterizé seglin los
pardmetros d32 didmetro medio de las particulas con relacion al area de superficie y dys3
diametro medio de las particulas con relacion al volumen, y el didmetro bajo el cual se
encuentran el 50 y 90 % de las particulas del producto del producto el Dsp y Doo,

respectivamente.

3.5.1.3 Estabilidad coloidal: Turbiscan™

Los fenémenos de dispersion que conducen a precipitacion y/o crema de las formulaciones de
caldo se determinaron utilizando el equipo Turbiscan™ Classic MA 2000 (Formulaction,
Tolouse, Francia). Las muestras se depositaron en una celda de vidrio cilindrica de borosilicato
(27,5 x 50,0 mm), realizando la lectura hasta una altura de aproximadamente 40 mm. Una luz
en el infrarrojo cercano (A= 880nm) es emitida por un diodo electroluminiscente a la celda de
ensayo con la muestra, que es captada por dos sensores Opticos que captan la luz transmitida
(detector de transmision) y la luz refractada (detector de retrodispersion) por la muestra. La
determinacion, se centré en este Ultimo, habitualmente referido por su designacion inglesa
backscattering (ABS), para el monitoreo de las alteraciones ocasionadas por la variacion del
tamafio de particulas (fenémeno de floculacién o coalescencia), apareciendo fendmenos de
migracion de particulas, variando la concentracion inicial de particulas localizadas en el
extremo inferior y/o superior de la celda de ensayo, denominadas sedimentacion o cremado,

respectivamente. La sefial backscattering-ABS se analizé mediante el software TurbiSoft 2.0
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(Formulation Tolouse, Francia), lo que permitié determinar el indice de estabilidad de las

formulaciones (TSI).

3.6 Caracterizacion quimica de los caldos de pescado

3.6.1.1 Composicion fisicoquimica de los caldos de pescado

Los métodos analiticos utilizados fueron los propuestos por la AOAC (Association of Official
Agricultural Chemists). Los solidos totales se realizaron mediante la determinacion
gravimétrica por desecado de las muestras en horno a 105 °C (Método 952.08), las cenizas en
un Mufla a 550 °C (Método 938.08), el contenido de proteinas mediante la determinacion
inicial del nitrogeno total existente en la materia prima por el método Kjeldahl, seguida de la
multiplicacion por dos factores de conversion, el tradicional de 6,25. El pH se determind
usando un método potenciométrico (pHmetro Crison micropH 2001, Alella, Espana). Para la
extraccion y purificacion lipidica, se utilizo el sistema de extraccion acelerada por disolventes
con el equipo ASE 200 (Dionex and Fisher Scientific, 2004). Para ello, se adicionaron 2 g caldo
de pescado y arena de mar lavada en una relacion de 2:1 en las celdas de extraccion de acero
inoxidable de 11 mL revestidas con un filtro de celulosa. El equipo se programo¢ de la siguiente
manera: 3 ciclos por vial a una temperatura de 120 °C, presion de 1500 psi y un tiempo total
de 10 min. Tras la evaporacion de los solventes (éter de petrdleo e isopropanol en una relacion
3:2) mediante inyeccion de nitrogeno, se colocaron en un bloque de calor con un gradiente de
temperatura de 1 °C por minuto de 80 a 105 °C, durante 35-40 min. El célculo del porcentaje

de lipidos se realizo por diferencia de pesada.
3.6.1.2 Determinacion de fenoles totales y capacidad antioxidante

Preparacion del extracto. Se utiliz6 el procedimiento descrito por Ozgen et al. (2006).
Inicialmente, las muestras se centrifugaron a 12000 g durante 30 minutos a 4 °C (Sigma 4K15
Rotor 12169-H Sigma). El sobrenadante se diluy6 en agua destilada en una relacion 1/5 para
realizar de los analisis del contenido de fenoles totales y de la capacidad antioxidante-FRAP
(en inglés, Ferric Reducing Antioxidant Power Assay), y en una relacion 1/10 para la actividad

antioxidante — TEAC (en inglés, Trolox equivalent antioxidant capacity).

Fenoles totales. Se determino segin el método descrito por Velioglu et al. (1998), con el uso
del reactivo Folin-Ciocalteu, realizando la lectura a una absorbancia de 725 nm (Cecil

Instruments, Cambridge, Reino Unido) utilizando como estandar acido gélico (Sigma-Aldrich,
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Louis, MO, EEUU). La curva de calibracion se estableci6 en el intervalo de 10-250 mg/L, y
los resultados se expresaron en miligramo equivalente de acido galico (mgEAG) por litro de

caldo de pescado.

Capacidad antioxidante. Se evalu6 mediante dos métodos espectrofotométricos: 1) la
capacidad antioxidante equivalente Trolox-TEAC, determiné segin el método descrito por
van den Berg et al. (2000), realizandose la lectura a 734 nm de absorbancia (espectrofotometro,
Cecil Instruments, Cambridge, Reino Unido); 2) La capacidad antioxidante reductor del ion
Férrico-FRAP, se determiné de acuerdo con el método descrito por Benzie and Strain (1996)
y modificado por Veldzquez Estrada (2011), adaptandolo a microplacas. La absorbancia se
midid a 595 nm (ATTC 340, SLT Labinstruments, Salzburg, Austria), utilizando una curva de
calibracion entre 25-250 M con Trolox, que se corresponde al compuesto quimico acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico (Sigma-Aldrich), expresando los resultados

en mM de Trolox equivalente (TE) para ambos métodos analiticos.

3.6.1.3 Valoracion de la oxidacion lipidica

Los primeros compuestos derivados de las reacciones de oxidacion de los lipidos son los
peroxidos (primaria), que a medida que avanza la oxidacion se descomponen en aldehidos y
cetonas (secundaria), que se combinan con aminoacidos y/o proteinas (terciaria). En este
proceso, también es importante la lipolisis, de forma que la acumulacion de acidos grasos libres

interactuan con los subproductos de la oxidacion (Aubourg, 2001).

Extraccion de la grasa. aplico el método descrito por Woyewoda et al. (1986a) con ciertas
modificaciones. Se prepar6 una solucion con wuna relacion de 1:1:1 de
cloroformo/metanol/caldo de pescado (50 mL) y se dejé en reposo a 4 °C durante toda la noche
(> 12 h). Posteriormente, se centrifugé a 3000 g por 10 min (Sigma- 4K15, Rotor 12169-H
Sigma). La fase cloroférmica (inferior) se separ6 con cuidado, y se adiciond en un tubo de
ensayo en el que previamente se habia afiadido sodio sulfato anhidro, y se agité durante 50 s.

La solucion se filtrdé en un matraz aforado de 100 mL y se enrasé con cloroformo.

Determinacion del contenido en grasa. Para determinar la cantidad de grasa disuelta en el
matraz se depositaron 10 mL en una capsula metélica tarada y desecada, eliminando el
disolvente (cloroformo) en una estufa a 100 °C por 1 h. Los resultados se expresaron en

porcentaje segun la ecuacion.

(D, —D;) XV
P (% grasa) = Vo x m x 100
2
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donde P se corresponde al porcentaje de grasa existente en el matraz, D es el peso (g) de la
capsula vacia, D> es el peso (g) de la capsula con muestra, V, volumen (ml) de muestra
colocado a secar en la capsula de aluminio, V volumen (ml) del matraz volumétrico aforado,

m peso (mL) inicial de la muestra usada para el analisis.

3.6.1.4  Acidos grasos libres (AGL)

Se utilizé el método descrito por Woyewoda et al. (1986a), que se basa en la valoracion de la
acidez en el extracto cloroférmico con un alcali normalizado. El contenido de AGLt se

determino en umoles/mL de caldo de pescado.

1000 X N x (V, —Vs)
V, X Vm, X A
%4

AGLt (umoles/mL de caldo) =

Vm,

donde N, es la normalidad de NaOH, Vs el volumen de NaOH utilizado en la valoracion de la

muestra, Vs el volumen de NaOH utilizado en la valoracion del cloroformo (blanco), Vm, los
mL de muestra como extracto cloroférmico, A el nimero de capsulas de aluminio empleadas
en la determinacion de la grasa, V> el volumen (mL) de muestra que se seco en la capsula de
aluminio, y V volumen del matraz volumétrico aforado con el extracto cloroférmico.
Posteriormente, se calculd los AGL como &cido oleico en porcentaje (mg AGL/100 g de
lipido), donde AGLt son los pmoles de AGL/mL de muestra, 2.82 expresa el peso molecular
del acido oleico en 100 mL, P es el porcentaje de grasa contenida en 100 mL de muestra de
caldo de pescado.

AGLt x 2.82

AGL =
P

3.6.1.5 Oxidacion primaria: Indice de peréxidos (IP)

La formacion de peroxidos se determind segin el método de titulacion yodométrica
(Woyewoda et al., 1986b; Horwitz and Latimer, 2005), que se basa en la accion reductora de
los perdxidos en medio 4cido del yoduro potasico, liberandose yodo que es valorado con
tiosulfato de sodio. El almidon recién preparado se utilizé6 como indicador de la reaccion. Para
su determinacion, se parti6 del extracto cloroférmico descrito anteriormente. Para la formacion
de la solucion acido acético-cloroformo se mezclaron 3 volimenes de acido acético con 2

voliimenes del extracto cloroformico. El indice de perdxido (IP) se expres6 en miliequivalentes

74

V XN x 1000



Material y Métodos

de oxigeno activo por litro de muestra, donde V corresponde al volumen (mL) de tiosulfato
sodico consumido en la valoracion, N es la normalidad del tiosulfato sédico (0,01 N), P peso

de la grasa (kg) existente en la muestra.

3.6.1.6 Oxidacion secundaria: TBARs

Para la determinacion de las sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitarico (TBARSs), se
utilizo el método descrito por Woyewoda et al. (1986¢) con ciertas modificaciones. Se realizd
la destilacion de la muestra en presencia de agentes quelantes-EDTA y antioxidantes-galato de
propilo. Posteriormente, se realizo la reaccion con acido 2-tiobarbittrico (TBA) en condiciones
acidas para producir complejos rojizos de reaccion, con el TBA que se determinaron a una
absorbancia de 538 nm (Espectrofotometro, CECIL 9000, CECIL Instruments, Cambridge,

Reino Unido). El resultado se expresé como umoles malonaldehido/L de caldo.

T xV, x1000
V; X Vm

TBA (umoles/ L) =

Donde, T se corresponde a pmoles de malonaldehido (TEP: 1,1,3,3-tetractoxipropano)
equivalentes a la absorbancia obtenida previa realizacién de la recta de calibracion, V el
volumen (mL) del destilado (50 mL normalmente), V3 el volumen (5 mL normalmente) del

destilado usado para reaccion en el tubo de ensayo y, Vm los mL de muestra.

3.6.1.7 Oxidacion terciaria: Compuestos fluorescentes

La oxidacion terciaria se determind mediante el método de fluorescencia descrito por Aubourg
et al. (1997). La fluorescencia se determind a partir de una solucién preparada en una
proporcion de 2/2/1.8 con la mezcla de cloroformo/metanol/caldo de pescado. Para determinar
el cambio de fluorescencia (0F) se utilizé un espectrofotometro de fluorescencia (Perkin-Elmer
LS 3B) del Laboratorio de Luminiscencia y Espectroscopia de Biomoléculas de la UAB con
las siguientes lecturas: F1 (327/415 nm) y F3 (393/463 nm) de excitacién/emision maxima, en
la fase acuosa y organica, como expresa la siguiente ecuacion:

_ (F3/F34)

~ (F1/F1s)
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Donde F3s y Fls es la intensidad de la solucion estandar de sulfato de quinina (1 pg/mL en

una solucion 0,05 M HoSOy).

3.6.1.8 Determinacion del perfil de dcidos grasos

La determinacion del perfil de acido grasos se realizo por triplicado en caldos CPS-UHPH: To=
75 y 85 °C, 300 MPa, T3=25 °C, en los dias 0, 45, 90, 135 de conservaciéon a temperatura

ambiente.

Extraccion de esteres metilicos de los dcidos grasos-FAME (en sus siglas inglesas):
Inicialmente se realiz6 una etapa de saponificacion con metilato de sodio (NaOCH3/MeOH) y
esterificacion con trifluoruro de boro en metanol (BF3/MeOH) segin el método descrito por

Molté-Puigmarti et al. (2007).

Cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID): Los FAME del caldo
de pescado se analizaron mediante cromatografia de gases (Agilent Technologies 7890A Gc
system, Palo Alto, EEUU) equipado con un inyector (split /splitless), una columna capilar CP-
Sil 88 (100 m x 0,25 mm x 0,20 um) y un detector de ionizacion de llama (FID). Se inyect6 1
ul de muestra en una proporcion de split de 1:100; la temperatura del inyector fue de 250 °C;
el gas portador helio a una presion de 31,6 psi, con una velocidad de flujo de 18 cm/s; la
temperatura en el detector fue de 270 °C con un flujo de H> de 30,0 mL/min y un flujo de aire
de 400 mL/min. Para la separacion del FAME, la temperatura del horno se ajust6 a 70 °C, se
elevo a 220 °C a una velocidad de 4 °C/min y se mantuvo durante 5 min y finalmente se elevo
a 240 °C a una velocidad de 4 °C/min y se mantuvo durante 10 min, siendo el tiempo de

ejecucion total de 55 min.

Identificacion y cuantificacion: Se efectud la identificacion confirmando por clavado
“spiking”, los tiempos de retencion de los picos del FAME de las muestras, junto a los ya
identificados (tiempos de retencion) procedentes de la mezcla estindar del FAME de 37
componentes y del 3-PUFA procedentes del aceite de menhaden o sdbalo (Brevoortia tyrannu)
(Supelco, inc., Bellefonte, EEUU). La cuantificacion se llevo a cabo utilizando como estandar

interno el éster metilico del 4cido undecanoico (C11:0) en hexano (Sigma).
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3.7 Analisis estadistico

Producciones: En el capitulo 4, se realizaron dos producciones individuales para cada tipo de
caldo del experimento/etapas. En los subsecuentes capitulos 5,6 y 7, para cada estudio se
realizaron tres producciones independientes, correspondientes al caldo estandar (CPS) y/o del

caldo enriquecido con proteinas de pescado (CPSP).

Ensayos y andlisis: Para el analisis y interpretacion de las pruebas sensoriales de los capitulos
4,5y 7 se aplicaron las directrices incluidas en los diferentes procedimientos de normas UNE
la acronimo- Una Norma Espafiola) con su equivalente en el marco de la organizacion
internacional de normalizacion — ISO (AENOR, 2010). Para los demas métodos analiticos se

analizaron por triplicado.

Estadistica: Todos los resultados se analizaron estadisticamente aplicando el andlisis de
varianza unidireccional (ANOVA), utilizando el programa estadistico IBM-SPSS v23 (IBM-
SPSS Corp., Armonk, NY, EE. UU.) Para determinar las diferencias entre los valores obtenidos

serealizo el test de Tukey, considerando que las diferencias eran significativas a un p < 0,05
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Capitulo 4. Elaboracion, optimizacion y estandarizacion del caldo de pescado

4.1 Introduccion

En la industria de productos de la pesca es muy importante aprovechar aquellas especies y/o partes
del pescado de menor valor comercial. Uno de los productos que se pueden elaborar, es el caldo
de pescado, en el que es de relevancia, ademas de mantener su calidad nutricional, que sea estable
fisica y microbiologicamente. En este caldo, ademés del propio pescado, se incorporan otros
ingredientes como vegetales, aceite y especias. Para estudiar el efecto de la aplicacion diferentes
tecnologias, es necesario reducir la variabilidad derivada de estos ingredientes, por lo que es
importante estandarizar tanto la formulacion, especialmente en relacion a la composicion del
pescado, como el proceso de elaboracion (Cesarettin Alasalvar, Fereidoon Shahidi, Kazuo
Miyashita, 2011; Falch et al., 2010; Nunes et al., 2006). Por ello, el objetivo de este capitulo fue
seleccionar sensorialmente una férmula estandarizada de caldo de pescado, que se abordd en
cuatro etapas. Ademas, se caracterizaron fisicoquimicamente diferentes caldos, con el objetivo de
determinar si la seleccion organoléptica era la adecuada para obtener un alimento nutricionalmente

aceptable.

4.2 Resultados y discusion

4.2.1 Analisis sensorial

4.2.1.1 Etapa 1: Evaluacion del perfil olfato-gustativo de un caldo base

En esta etapa se evalud un caldo base elaborado a partir de cabezas de rape (750 g), vegetales (92
g) y de especias (2,3 g). Para ello, un jurado constituido por siete catadores determiné el perfil
olfato-gustativo de los diferentes componentes segin la norma UNE-EN-ISO 87017:1992
(AENOR, 2010a), que se explic6 en la seccion de Material y Métodos.

En la Figura 4.1 se muestran los resultados obtenidos con relacion a cuatro atributos evaluados: 1)
la intensidad del sabor, 2) el regusto o dejo (presencia de diferentes notas después de que la muestra
ha desaparecido de la boca); 3) la persistencia (continuidad de la percepcion de unas mismas

propiedades olfato-gustativas después de que la muestra haya desaparecido de la boca) cuya
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clasificacion fue en una escala entre 0 y 5; y 4) la impresion general cuya escala fue de entre 1 y

3.

La sal, aceite y pimenta en grano fueron los elementos que tuvieron una percepcion considerada
como muy fuerte, seguido del rape con una fuerte percepcion, los vegetales especialmente el limon
y el puerro mostraran una moderada/favorable percepcion mientras que los demds vegetales y
especias se detectaron débilmente. Por otra parte, en la impresion general, en la que se considera
si las notas identificadas son adecuadas o no, como se manifiestan y el grado de armonia con que
se percibe el conjunto, se valor6 como media/moderada (valor igual a 2) (AENOR, 2010a). Debido
a lo cual, se considero la posibilidad de ajustar la proporcion de los tres grupos principales de

componentes (verduras, condimentos y pescado) para lograr una sopa organolépticamente mas

aceptable.
Atributos: Intensidad
1. Sabor (escala A) Propiedades del sabor
Sal 10g........ 5
Aceite 24g....... 5
Pescado total (750 g)
Rape 750g...... 4 Pimenta Aceite
Vegetales totales (92 g)
Cebolla ‘ 30g........ 2 Oregano Rape
Zanahoria 25g ... 2
Puerro 15¢g......... 3
Limoén 10 f8 00000000 3 Perejil Cebolla
Apio Tg.eennn.. 2
Perejil 5. 2 . 7 anahori
Especias (2,3 g) Apio a
Orégano 03g........ 2 Limon Puerro
Pimenta 28 ... 5
2. Regusto 2
3. Persistencia 2
(escala B)
4. Impresion general 2

Figura 4.1.Disefio del Perfil olfato-gustativo de la formulacion base del caldo de pescado. Evaluacion de
la intensidad de cada caracter del sabor, el regusto, la persistencia y de la impresion general del caldo.
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4.2.1.2 Etapa 2: Optimizacion de la cantidad de vegetales y especias

En esta etapa se elaboraron 6 nuevas formulaciones de caldo de pescado con una cantidad fija de
cabezas de rape (750 g). En las tres primeras formulaciones (caldo 2, 3, y 4) se incremento, gradual
y proporcionalmente, el contenido en vegetales de la formulacion del caldo base con 92 g (caldo
1)a 122, 156 y 180 g, respectivamente. En los otros tres se redujo el contenido en especias de 2,3
g (caldo 1) a 1,3, 1,8 y 2,0 g (caldos 5, 6 y 7, respectivamente). Para seleccionar el caldo con
mejores caracteristicas, con relacion a los vegetales y especias, se realizaron pruebas sensoriales
con 12 catadores para establecer la preferencia, segln la intensidad del atributo sabor. Se utiliz6
el método de ordenacion con un disefio de bloques completo, segiin la norma UNE-EN-ISO

8587:2010 (AENOR, 2010b). En la Tabla 4.1 se muestran los resultados tras el estudio estadistico.

Tabla 4.1. Ordenacion de las formulaciones de caldo de pescado en funcion de la aceptabilidad
referente a la intensidad del sabor de los componentes vegetales y de las especias. La estadistica
es la recomendada para el método de ordenacion con un disefio de bloques completos.

Caldos Contenido de los Suma de Frest? L Page® Ordenacion
ingredientes ordenacion (calculado/critico)  (calculado/critico) MDS*
2 (R)'
Vegetales*
(1) 92 192
(2) 122 30 2P 11,10/7,70 332/317 I
4) 180 31%b I
3) 156 40 °
Especias*
(1) 2,3 182 ‘
(7) 2,0 30 2P 11,20/7,70 332/317
(5) 1,3 340 t
(6) 1,8 38

R;, suma de las respuestas individuales de los jueces

2 Fiest: Coeficiente determinado por el test de Friedman

3 L page: Coeficiente de Page obtenido segun el test de Page

4MDS: Minima diferencia significativa

¢ Diferentes letras en una misma columna son significativamente diferentes (p < 0,05)

Previa a la ordenacion definitiva, con la suma de las ordenaciones R;, (suma de las respuestas
individuales de los jueces para una determinada formulacion de caldo de pescado), se aplico el test
de Friedman en la que se obtuvo en ambos casos un Fies: calculado superior al valor critico tabulado

para las condiciones del ensayo, con 12 jueces y cuatro muestras, que fue de 7,70 (obtenido en la
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Tabla 4 de la norma UNE-EN-ISO 8587:2010). Lo que significa, que en ambos tipos de caldo se
percibieron diferencias entre las cuatro muestras de vegetales y las cuatro de especias con un riesgo
de error menor o igual al 5%.Posteriormente, para identificar qué caldos fueron distintos entre si,
se realizo el calculo de la minima diferencia significativa (MDS), apreciandose en el caso de los
vegetales que los caldos con 92 g (caldo 1) fueron significativamente diferentes que los de 156 g
(caldo 4). La ordenacién segun la intensidad del sabor del vegetal seria los que tienen este
componente en la siguiente cantidad 92 g < 122 g < 180 g < 156 g. En este analisis es relevante
determinar el desempefio de los jueces en relacion con los resultados de ordenacion realizado. Para
ello, se aplico el test de Page, obteniendo un valor de 332, que acepto la ordenacion predeterminada
asumida, ya que el valor obtenido fue superior al valor critico tabulado de 317 (obtenido en la
Tabla 3 de la norma UNE-EN-ISO 8587:2010), para 12 jueces y cuatro muestras con un riesgo de
error menor o igual al 5%. En el caso de las especias, siguiendo el mismo procedimiento, se
determiné que tras calcular el MDS el caldo de 2,3 g fue significativamente diferente que los de
1,3y 1,8 g, con la siguiente ordenacion 2,3 g<2,0 g<1,3 g< 1,8 g. Al igual que en los vegetales
el desempenio de los jueces en relacion con los resultados de ordenacion realizado se confirmo con
el test de Page. En funcion de los resultados obtenidos, segun este andlisis sensorial, el caldo
seleccionado fue el que contenia 156 g de vegetales y 1,8 g de especias. Una vez determinado, se

evalud la influencia del tipo de pescado que conformaré el caldo final.

4.2.1.3 Etapa 3: Optimizacion del caldo de pescado en funcion del tipo de pescado

Se planted la mejora del sabor a pescado enalteciendo el dejo del rape en combinaciéon con
subproductos pesqueros de bajo coste econémico. Si bien en las sopas comerciales se utilizan
principalmente subproductos del rape (cabeza, espina...entre otros) como fuente de pescado, en
este estudio nos planteamos usar otros subproductos de la pesca, algunos de menor coste
econdmico, también utilizados para elaborar sopa, especialmente en la restauracion colectiva y en
el hogar. Para ello, se elaboraron cuatro caldos mas, denominados caldos 8, 9, 10 y 11,
incorporando 750 g de pescado en un litro de agua de la siguiente manera: a) solo cabezas de rape,
b) cabeza de rape y trozos de merluza en una relacion 1:1, ¢) cabezas de rape y surtido de pescados

para sopa (peces pelagicos de pequefio tamafio, cangrejos y cigalas), que denominaremos pescado
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de roca, en una relacion 1:1 y d) cabeza de rape, trozos de merluza y pescado de roca en una

relacion 1:1:1.

Para seleccionar el caldo con las mejores caracteristicas sensoriales se realizd la prueba con 12
catadores y se aplicd el método de ordenacion segin la norma UNE-ISO 8587:2010 (AENOR,
2010b), considerando los parametros intensidad del sabor y olor, y la impresion global. En el
analisis sensorial adicionalmente se incluyd un caldo comercial, que se seleccion6 porque en su
descripcion parecia tener una mayor similitud con nuestros caldos. En la Tabla 4.2 se muestran los

resultados tras el estudio estadistico.

Como se realizd anteriormente, previa a la ordenacion definitiva, se aplico el test de Friedman en
la que se obtuvo un Fies calculado superior al valor critico en la intensidad de sabor, olor e
impresion global, que con 12 jueces y cinco muestras fue de 9,29 (obtenido en la Tabla 4 de la
norma UNE-ISO 8587:2010). Lo que significa que se percibieron diferencias (P < 0,05) entre los
cinco caldos de pescado. Posteriormente, para identificar qué caldos eran distintos entre si, se
realiz6 el calculo la Minima diferencia significativa (MDS), determinando que los caldos con
pescado de roca fueron significativamente diferentes al resto de caldos, especialmente en la
percepcion de la intensidad del olor y sabor.

Tabla 4.2. Ordenacion de los caldos con distintas combinaciones de tipos de pescado en funcion

de la aceptabilidad de la intensidad del sabor, olor y la impresion global. La estadistica es la
recomendada para el método de ordenacion con un disefio de bloques completos.

Suma de ordenacién (R;) y Ordenacion MDS?

Caldos !/ Estadisticos de los parametros Valor
Olor Sabor Impresion global critico
Caldo comercial 22,5% 21,5* 19,0% -
(8) CR 30,0 25,020 19,5* -
(9) CR/TM 31,0 34,00 42,5 -
(11) CR/TM/PR 41,5b¢ t 45,0¢d 43,0 -
(10) CR/PR 54,0 © 54,54 t 56,0 -
Flrest? 17,52 25,28 35,08 9,29
L Page * 611,5 626 637,5 570

!'Caldo con 750g/L de pescado, CR: cabeza de rape; TM: Trozos de merluza 1:11; PR: Pescado de roca
’MDS: Minima diferencia significativa; R;, suma de las respuestas individuales de los jueces

I Fiest: Coeficiente determinado por el test de Friedman,

*L page: Coeficiente de page obtenido segiin el test de Page
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Los caldos menos apreciados fueron los que contenian Unicamente rape, incluido el caldo
comercial. La ordenacion considerando la impresion global fue: comercial < cabeza de rape <
cabeza de rape-trozos de merluza < cabeza de rape-trozos de merluza-pescado de roca < cabeza de
rape-pescado de roca. Al igual que en la etapa anterior el desempefio de los jueces con relacion a
los resultados de ordenacion realizado fue confirmado con el test de Page (Tabla 4.2), siendo el
valor obtenido superior al valor critico tabulado de 570 (obtenido en la Tabla 3 de la norma UNE-
EN-ISO 8587:2010). Por lo que, en funcién de los resultados obtenidos segun este analisis
sensorial, el caldo seleccionado fue el que contenia cabezas de rape y pescado de roca en una
relacion 1:1. Por ultimo, y con la finalidad de obtener un caldo de caracteristicas organolépticas
excelentes a menor coste de produccion, se evalu6 la influencia de la cantidad de pescado en la
conformacion del caldo final.

4.2.1.4 Etapa 4: Optimizacion y estandarizacion del caldo en funcion de la

cantidad de pescado: Seleccion del caldo para posterior tratamiento por
UHPH y/o UHT

Con el objetivo de obtener un caldo de pescado procesado de una manera estandarizada,
atendiendo a sus tres componentes principales, y que su coste sea Optimo para poder ser
industrializado, a partir de la combinacion de rape y roca anteriormente seleccionada, se elaboraron
los caldos 12 y 13. La cantidad total de pescado utilizada fue de 750 g (caldo 10), 600 y 450 g en
un litro de agua, para el caldo 12 y 13, respectivamente. Para seleccionar el caldo con las mejores
caracteristicas sensoriales se aplicd el método de ordenaciéon segin la norma UNE-EN-ISO
8587:2010 (AENOR, 2010b). En la Tabla 4.3 se muestran los resultados del estudio estadistico
tras realizar prueba con 12 catadores considerando la intensidad de los atributos de sabor y olor, y

la impresion global.
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Tabla 4.3. Ordenacion de los caldos elaborados con distinta cuantidad de la combinacion de
cabezas de rape y roca, en funcion de la aceptabilidad de la intensidad del sabor, olor y la impresion
global. La estadistica es la recomendada para el método de ordenacion con un disefio de bloques
completos.

Suma de ordenacion (R;) y Ordenacién MDS?

Caldo'/ estadistica de los parametros Valor
Olor Sabor Impresion global  critico

(10) 750 g 27,0 26,5° 25,0°

(12) 600 g 33,5¢ I 30,0° I 30,0*

(13)450 g 29,5° 33,5¢ 35,0°

Fres® 1,43 1,63 3,33 6,17

" Caldos elaborados a partir de cabezas de rape y pescado (g/L),

’MDS: Minima diferencia significativa; R;, suma de las respuestas individuales de los jueces
I Fes: Coeficiente determinado por el test de Friedman,

Como se realizd anteriormente, previa a la ordenacion definitiva, se aplico el test de Friedman en
la que se obtuvo un Fi calculado, con 12 jueces y tres muestras, inferior al valor critico tabulado
en la intensidad de sabor, olor e impresion global que fue de 6,17 (obtenido en la Tabla 4 de la
norma UNE-ISO 8587:2010). Lo que significa que no se percibieron diferencias sensoriales (p >
0,05) entre los tres caldos de pescado. En base a este resultado la composicion por litro del caldo

de pescado estandarizado (CPS) seleccionado (caldo 13) fue el siguiente:
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Ingredientes

JAY-{ T T- T 1L
Y- | O 53¢ \
Aceite....uniiiiieincnininennes 12 g
Pescado total (450g)
Rape............. 225g
Roca............. 225g
Vegetales totales (156 g)
Cebolla........... 55¢g
Zanahoria........ 60g
Puerro............ 15,8 ¢
Limon............ 9g
Apio.............. 10g
Perejil............ 6,2¢
Especias (1,8 g) J
Orégano......... 05¢g
Pimenta.......... 13¢g

Figura 4.2. Formulacion estandar del caldo de pescado seleccionado para los tratamientos de conservacion
UHPH y/o UHT.

El sabor/aroma es una de las caracteristicas mas importantes de la calidad de los alimentos, en
particular para las sopas o caldos. En general, la mayoria de los componentes aromatizantes son
solubles en agua, sobre todo por nucleétidos, aminoécidos, péptidos, acidos orgéanicos, bases
organicas e iones inorgédnicos. Es bien sabido que los péptidos y los aminoécidos son los
ingredientes principales que contribuyen al sabor del pescado (Shah et al., 2010), como se
determino en un estudio del efecto de la coccion en el andlisis sensorial de sopa de carpa (Carassius

auratus) (Zhang et al., 2013).

4.2.2 Analisis fisicoquimicos

Adicionalmente a la seleccion basada en el analisis sensorial, se caracterizaron fisicoquimicamente
los diferentes caldos, con el objetivo de evaluar su perfil nutricional y la actividad antioxidante de
sus componentes, cuyos resultados obtenidos del analisis por triplicado se muestran en la Tabla

4.4.

La formulacion del caldo comercial presentd los valores de composicion significativamente mas
bajos (p < 0,05), mientras que el pH fue el mas elevado. Entre los caldos elaborados durante el

estudio, el pH fue muy similar, presentando un valor aproximado de 6,20. No hay muchas
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referencias bibliogréficas relativas a la composicion del caldo de pescado, posiblemente por la
gran variabilidad que puede haber en su proceso de elaboracién. Una posible comparacion seria
con la base de datos de nutrientes en caldo de pescado ofrecidos por la USDA, en el que el
contenido medio en materia seca es de un 4%, el de proteina de un 2%, el de lipidos de un 0,6 %
y el de minerales un 0,9 % (USDA, 2019). En referencia a estos datos, el caldo elaborado con
cabezas de rape y trozos de merluza es el que mas se asemeja al porcentaje de proteina y lipidos
del caldo de referencia de la USDA. Sin embargo, se observo que la materia seca fue superior en
aquellos a los que se incorpor6 trozos de merluza y/o pescado de roca, cuando el total anadido fue
de 750 g, disminuyendo en los caldos con 600 y 450 g. Adicionalmente, se observo un aumento

significativo (p < 0,05) del contenido de lipidos totales al incorporar pescado de roca (Tabla 4.4).

Habitualmente las especies de pescado suelen agruparse en tres categorias, grasas, semigrasas y
bajas en grasas (magras), en funcion del porcentaje de grasa muscular por 100 g de su peso humedo
(Nunes et al., 2011; Silva and Chamul, 2000). Se consideran especies grasas las que tienen > 10%
de lipidos, semigrasa entre >10 a 1% <, bajas en grasas o magras, las que tienen menos del 1% de
grasa muscular (Oehlenschlder, 2010). Si bien es cierto, que el contenido de lipidos musculares es
variable dentro de un mismo individuo y/o especie, y se ve influenciada por factores endogenos
(sexo, edad, localizacion muscular, entre otros) o exogenos (localizacion geografica, época del
afio, entre otros) (Aubourg, 2010). En nuestro caso, tanto el rape (Lophius piscatorius) como la
merluza (Merluccius merluccius) son especies consideradas magras o de pescado blanco, es decir,
con un contenido del lipidos a nivel muscular inferior al 1 % de su peso humedo (Soriguer et al.,
1997), siendo relevante su adicion en el caldo por su aporte proteico. El aporte de lipidos en los
caldos elaborados con pescado de roca, se asociaria principalmente al salmonete (Mullus spp), que
posee entre un 5,32% y 8,32% de grasa muscular y que es usualmente consumido en el territorio
espafiol (Kocatepe and Turan, 2012; Soriguer et al., 1997), siendo su aporte significativo en el

caldo final seleccionado, en el que s6lo se utilizé 450 g de pescado.

Como se puede observar, los tres principales grupos de componentes (pescado, verduras y
condimentos) constituyentes de las formulaciones de caldo de pescado, tienen componentes con
actividad antioxidante, evaluandose para ello tres parametros: polifenoles totales, FRAP
(Capacidad antioxidante reductor del ion Férrico) y TEAC (Capacidad antioxidante equivalente
Trolox). Como se observa en la Tabla 4.4, los resultados obtenidos en el contenido total de

polifenoles no muestran correlacion con la actividad antioxidante, como ya han observado otros
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autores en vegetales frescos tratados térmicamente (Ismail et al., 2004), existiendo otras sustancias,
ademas de los fenolicos totales, que pueden desempefiar un papel importante en la actividad

antioxidante (Fu et al., 2011; Velioglu et al., 1998).

En el caldo comercial, el contenido en polifenoles totales fue significativamente inferior a los
otros caldos, mientras que en las otras formulaciones se aprecio que, tanto en los polifenoles como
los otros parametros de determinacion de la actividad antioxidante, pero sobre todo en el TEAC,
fue determinante el que hubiera o no pescado de roca, asi como también de cabeza de rape. Cuando
en la formulacion se incluyd pescado de roca el contenido total de fenoles y TEAC fueron en
general significativamente mayores, en especial en las formulas con 750 y 600 g de pescado, y en
menor medida en el caldo con 450 g de pescado, o el elaborado exclusivamente con cabeza de rape

(Tabla 4.4).

En las especies marinas las sustancias antioxidantes tienen su origen enzimatico (catalasa,
glutatiéon peroxidasa, superdxido dismutasa y tiorredoxina) y de metabolitos liposolubles o
hidrosolubles, de baja masa molecular, como el 4cido ascérbico, tocoferoles, carotenoides,
coenzima Q, glutation-GSH, tioles, bilirrubina y 4cido urico (Jooyandeh and Aberoumand, 2011;
Kalegeropoulus, N.; Chiou, 2010), siendo superior el contenido de antioxidantes liposolubles en
el musculo rojo que en el blanco (Petillo et al., 1998). Ademas, componentes del pescado de roca,
como las cigalas, los triglidos, escorpénidos y mulidos contienen sustancias carotenoides, como la
astaxantina que podrian contribuir al incremento del contenido antioxidante (Venugopal and

Gopakumar, 2017; Yanar et al., 2012).

Los vegetales y especias utilizados en el caldo también tienen componentes con fuerte actividad
antioxidante como el 4cido ascérbico, tocoferoles, caroteno y/o compuestos fenolicos (Garcia,
2011; Ismail et al., 2004; Makris and Rossiter, 2001; Turkmen et al., 2005), estando presentes en
la cebolla, perejil, zanahoria, apio y puerro (Bilge Ertekin et al., 2017a) y el orégano y pimienta
negra (Redondo-Cuevas et al.,, 2017), aunque su actividad puede verse afectada por los
tratamientos térmicos empleados en el proceso de elaboracion de los caldos. Asi, en estudios
realizados en diferentes verduras frescas y después de la coccion, se ha demostrado que la
capacidad antioxidante podria reducirse debido a los tratamientos térmicos (Faller and Fialho,
2009), o no alterase, o bien aumentar (Turkmen et al., 2005) debido a que se incrementa su

extraccion (Bernhardt and Schlich, 2006). Entre los compuestos con actividad antioxidante, los
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que presentan una mayor estabilidad a los tratamientos térmicos son los flavonoides (Ismail et al.,
2004; Makris and Rossiter, 2001), perteneciendo a este grupo, los flavonoles como la quercetina
presente en la cebolla y las flavonas como la apigenina y luteolina presentes en el perejil, apio y
orégano (Pérez-Jiménez et al., 2010). La preparacion de los vegetales previa a la coccion, también
tiene efecto en el contenido de sustancias antioxidantes, debido a las modificaciones estructurales
ocasionada en su procesado (Faller and Fialho, 2009). La disrupcion celular ocasionada por el
corte, afecta no solo la cantidad, sino también a la composicion de los polifenoles (Makris and
Rossiter, 2001). La cantidad de compuestos antioxidantes lixiviados durante la ebullicion varia en
funcion de las caracteristicas de los productos, por lo que el caldo en funcién de la materia prima

utilizada, puede retener un alto contenido en fitoquimicos (Bilge Ertekin et al., 2017b).

Los caldos elaborados tuvieron una baja actividad antioxidante y un reducido contenido de
compuestos fenolicos, si se compara con los productos frescos, debido a diferentes factores como:
la reducida cantidad de los ingredientes con mayor concentracion de sustancias antioxidantes
(vegetales y especias), el efecto del tratamiento térmico, y la posibilidad de que se produzcan
interacciones entre componentes complejos, especialmente en el caldo con trozos de merluza, que
pueden causar una variacion en la respuesta antioxidante (Ozgen et al., 2006; Pérez-Jiménez and
Saura-Calixto, 2006). Sin embargo, si se compara con otros caldos, especialmente de origen
vegetal (Bilge Ertekin et al., 2017b), los valores que se han obtenido son similares o incluso

mayores, posiblemente por la contribucion del pescado en estos parametros.
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Tabla 4.4. Perfil nutricional (Composicion quimica y pH), determinacion de la capacidad antioxidantes (FRAP y TEAC) y componentes
fenolicos de las diferentes formulaciones de caldo de pescado.

Parametros determinados?

Caldo! Proteina’ Lipidos Cenizas Materia seca FRAP* TEAC? Fenoles®
pH (@100mL) (@100 mL) (100 mL)  (g/ 100 mL) (mM) (mM) (mg EAG/L)
Comercial (322 g) 6,54 + 0,034 0,81 +£0,05* 0,45+0,13* 0,36 +0,01* 2,31 +£0,86° 1,13+0,45* 2,04+0,08° 272,35+ 17,022
CR (750 g) 6,20 + 0,02° 1,08 £0,06* 0,86 +0,09° 0,92 +0,23* 3,19+0,59° 1,33+0,06° 2,52+0,18% 630,06 + 16,48°
CR-TM (750 g) 6,26 £0,01°¢ 2,14+0,52F  1,06=0,10 1,71+ 021 5,61+0,14 1,09+0,03* 1,96+0,10° 384,34 +32,15°
CR-TM-PR (750 g) 6,25+0,01b>*  1,78+0,52¢ 1,63 +0,84° 1,45+0,11¢  534+0,10° 1,30 £ 0,232  220+0,07% 589,52 +24,23°¢
CR-PR (750 g) 6,22 + 0,003 1,57+036% 2,19+0,83¢ 1,31 +£0,04%¢  5,12+0,45¢ 1,62 +0,1° 2,84+0,11°¢ 817,93 £09,31¢
CR-PR (600 g) 6,25 +0,01% 1,20+ 0,26° 1,97 +£0,44% 1,26 +£0,12¢¢ 4,75+ 0,569 1,34+ 025% 283+0,16° 755,52 + 10,384
CR-PR (450 g) 6,23 + 0,02 1,11 +£034> 1,73+0,11¢ 1,19+ 0,32¢c 4,23 +0,18° 1,28+ 0,09®  2,75+0,26° 635,35 +£21,35¢

! Formulaciones CR: cabeza de rape; TM: Trozos de merluza; PR: Pescado de roca y cantidades totales de pescado incorporado (g/L).
2 Media + desviacion estandar de tres replicados analiticos

3 Proteina bruta: calculada como % N total x 6,25

“FRAP: Capacidad antioxidante reductor del ion Férrico

STEAC: Capacidad antioxidante equivalente Trolox

® EAG: equivalentes de acido galico

*¢: Diferentes letras minusculas en las columnas de datos indican diferencias significativas (P <0,05) entre los caldos
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4.3 Conclusion

Tras la evaluacion en la contribucion organoléptica de las diferentes materias primas, sobre
todo del pescado, pero también de los vegetales, condimentos y especias, el caldo con mejores
caracteristicas organolépticas, basado en su perfil olfato-gustativo, y mas econémico contenia,
esencialmente, pescado en un 45% con cabeza de rape y pescado de roca en la misma
proporcion, vegetales en un 15,6 % (especialmente de cebolla, zanahoria, puerro y apio,)
especiado con orégano y pimienta (0.18 %). En dicho caldo, el contenido en proteina, lipidos,
minerales y componentes antioxidantes fueron los apropiados para este tipo de producto,

incluso fueron superiores al caldo comercial analizado.
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Capitulo 5. Efecto de la aplicacion de la UHPH a temperaturas de entrada entre 45y 75 °C

5.1 Introduccion

En la actualidad, hay una gran variedad de productos elaborados a base de pescado con un alto
valor afiadido. En el desarrollo y presentacion comercial de estos productos se debe tener en
consideracion diversos factores, como las condiciones de procesado, las necesidades culturales,
nutricionales y la innovacién tecnoldgica (Bombardelli et al., 2005; Lee, 2010). En su
desarrollo, un objetivo claro es aumentar su durabilidad, lo que implica conocer todos los
aspectos quimicos, enzimaticos y microbiologicos, que lo condicionan, para aplicar las
medidas de control adecuadas para mantener las caracteristicas Optimas para consumo (Rustad,
2003). Una de las estrategias o medidas de control es la aplicacion de la tecnologia emergente
de la ultra alta presion de homogenizacion-UHPH (en sus siglas en inglés), que ha sido ya
evaluada con buenos resultados, desde el punto de vista microbioldgico, nutricional, quimico
y fisico, en diferentes matrices alimenticias liquidas como el huevo, leche, licuados vegetales
a base de soja y almendra, horchata de chufa y zumo de manzana, naranja y uva, (Codina-
Torrella et al., 2018; Loira et al., 2018; Ferragut et al., 2015; Pereda et al., 2007; Suarez-Jacobo
et al., 2010; Velazquez-Estrada et al., 2012, 2008). El presente estudio tiene como objetivo
determinar las condiciones de tratamiento UHPH Optimas, que permitan obtener un caldo de
pescado estable desde el punto de vista microbiologico, fisico y fisicoquimico, y con unas
caracteristicas organolépticas adecuadas. Para ello, las condiciones de tratamientos UHPH
seleccionados a estudiar fueron el de 300 MPa, a cuatro temperaturas de entrada de 45, 55, 65
y 75 °C, que se aplicaron tras la elaboracion del caldo de pescado estdndar. Los parametros
evaluados fueron: pH, tamafio de particula, color y el andlisis microbiologico. El estudio de
durabilidad microbiologica se realiz6 a temperaturas de refrigeracion de 4 y 8 °C y ambiental
de 20-25 °C durante 20 dias, con analiticas efectuadas en los dias 1, 3, 5, 10, 15 y 20. En la
evaluacion organoléptica se valoro el posible cambio en el perfil gustativo perceptibles por
parte de los consumidores causados por la aplicacién del tratamiento UHPH a 75 °C de
temperatura de entrada, empleando una prueba sensorial de juicio forzado UNE-EN-ISO
4120:2008. Todos los parametros analizados se describen con mayor detalle en la seccion de

Material y Métodos.
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5.2 Resultados y discusion

5.2.1 Control de proceso de la ultra alta presion de homogenizacion

En la Tabla 5.1 se presenta el registro de temperaturas observadas durante el procesado de las
muestras por UHPH. Las mediciones se realizaron antes (T1), después (T2) del paso por la
valvula de ultra alta presion homogeneizacion y a salida del fluido del equipo (T3).

Tabla 5.1. Registro de las temperaturas durante tratamiento UHPH a 300MPa a diferentes
temperaturas de entrada del caldo de pescado.

Temperaturas registradas en los tratamientos UHPH (°C)!

Entrada Antes de la valvula de  Después de la valvula Salida
(To) alta presion (T1) UHPH (T>) (T3)
45 45,33 £0,58 110,00 + 1,00 24,33 £0,58
55 53,00 = 1,00 114,00 = 1,15 24,63 £0,78
65 64,67 + 0,58 118,67 + 0,58 27,37+ 1,15
75 75,30+ 0,61 128,00 + 1,00 25,33 £3,51

I: valores medios = desviacion estandar obtenidos de 3 experimentos independientes.

Como en numerosos estudios realizados en diferentes matrices alimenticias liquidas
(Codina-Torrella et al., 2018; Ferragut et al., 2015; Loira et al., 2018; Pereda et al., 2007;
Suérez-Jacobo et al., 2010; Velazquez-Estrada et al., 2012, 2008), se produjo un incremento
de la temperatura de aproximadamente 20 °C/100 MPa, variando entre 17y 21 °C/100 MPa,
siendo este valor superior cuanto menor era la temperatura de entrada. La elevacion de la
temperatura del producto al pasar por la valvula de alta presion se atribuye a los fendmenos
fisicos que experimentaron los fluidos, como consecuencia del calentamiento adiabatico
(Floury et al., 2000; Hayes and Kelly, 2003). Este efecto, se atribuye al calor generado en
el equipo como consecuencia de fendmenos fisicos de turbulencia, esfuerzo cortante,
cavitacion... cuando el liquido pasa a través de la valvula de homogeneizacion (Thiebaud

et al., 2003).

5.2.2 Efecto de la UHPH en la calidad microbioldgica

El recuento microbiologico se realizo tras el proceso de coccion y tratamiento UHPH,
obteniendo en todos los grupos microbianos estudiados (aerobios y anaerobios mesofilos y
esporas aerobias mesoéfilas y enterobacterias), recuentos por debajo del limite de deteccion < 1

ufc/mL, lo que demuestra la eficacia del proceso de coccion en la disminuciéon de la carga
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microbiana habitualmente encontrada en este tipo de materia prima. La temperatura utilizada
en el proceso de coccion de los productos pesqueros habitualmente son suficientes para una
reduccion sustancial de cualquier microorganismo presente, siendo la contaminacion posterior
al proceso de coccion o por las esporas presentes en el producto (Gram, 2009). Sin embargo,
al realizar el andlisis tras 24 h, se determiné la presencia y recuento de los diferentes grupos
microbianos, a excepcion de las enterobacterias que se mantuvieron en todos los tratamientos
por debajo del limite de cuantificacion (1 ufc/mL). En las Figuras 5.1 y 5.2 se muestra la
evolucion de los recuentos microbioldgicos (ufc/mL) y del pH durante el periodo de

conservacion de 20 dias en refrigeracion a 4 y 8 °C y a temperatura ambiente de 20-25 °C.

El recuento de microorganismos aerobios y anaerobios mesofilos en los caldos mantenidos en
condiciones de refrigeracion fue superior en el caldo control. Los recuentos, tras 15 y 10 dias
en refrigeracion a 4 °C y 8 °C, se mantuvieron por debajo de 10° ufc/mL, que se considero el
valor de referencia limite en comidas preparadas con tratamiento térmico, descritas como grupo
B para comidas preparadas con tratamiento térmico en el derogado Real Decreto 3484/2000
(Real Decreto 3484, 2000). En los caldos tratados por UHPH y conservados a 4 °C, el recuento
de ambos parametros microbianos alcanzé en el dia 20 recuentos iguales o superiores a 10°
ufc/mL en los caldos UHPH-45, mientras que los caldos UHPH-55 y 65 se mantuvieron con
recuentos inferiores a los 5 log ufc/mL, alcanzando un valor méximo de aproximadamente 2
log ufc/mL en los caldos UHPH-65 (Figura 5.1A). En los caldos conservados a 8 °C, se obtuvo
una evolucion similar, aunque la velocidad de crecimiento de los microorganismos aerobios y
anaerobios meso6filos fue mayor, alcanzandose recuentos de 5 log ufc/mL en el dia 15 en los
caldos UHPH-45 y en el dia 20 en los UHPH-55, mientras que en los UHPH-65 °C, el recuento
alcanzado fue de alrededor de 3 log ufc/ml (Figura 5.1 B). Durante la conservacion a 20-25 °C,
se observo un rapido incremento en el recuento, de forma que los caldos UHPH-45 y 55
alcanzaron el limite de rechazo en menos de 3 dias, mientras que los UHPH-65 se prolongo
hasta los 10 dias (Figura 5.2). El crecimiento de los microrganismos se reflejé6 en una
disminucién paulatina del pH, de forma que un pH de 5,9-6 se relacionaria con el limite de
rechazo microbiano de 10° ufc/mL. El recuento de esporas a ambas temperaturas fue muy
limitado, con recuentos maximos de 1,5-2,5 log esporas/mL a 4 y 8 °C en los caldos control o
los tratamientos UHPH-45 y 55, coincidiendo su presencia con el inicio de la fase exponencial
del recuento de los microorganismos aerobios mesoéfilos (Figura 5.1 y 5.2). En los caldos
UHPH-75 se consigui6 un producto estable desde el punto de vista microbioldgico, ya que en

todas las temperaturas de conservacion de determind que el recuento fue inferior al limite de
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cuantificacion (< 1 ufc/mL). Ademads, en la prueba de esterilidad tras la incubaciéon a 30 y 55

°C durante 21 dias, no se determind la presencia de microrganismos.
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Figura 5.1. Determinacion del pH y recuentos microbiologicos (ufc/mL) efectuados a

muestras de caldo estandar-CPS y tratados por UHPH-300 MPa a Temperatura de entrada
de 45, 55, 65y 75 °C conservados en refrigeracion a 4 °C (grupo A) y 8 °C (grupo B).
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Figura 5.2. Determinacion del pH y recuentos microbioldgicos (ufc/mL) efectuados a muestras
de caldo estandar-CPS y tratados por UHPH-300 MPa a Temperatura de entrada de 45, 55, 65

y 75 °C, conservados a temperatura ambiente 20-25 °C.

La microbiota presente en el caldo, procede de la materia prima asi como de la contaminacioén
ambiental durante la produccion del caldo (Gram, 2009). En el caso del pescado, la microbiota
depende de la temperatura del agua y el microbiota dominate en su habitat, de forma que en el
pescado capturado en aguas superficiales suelen tener menor contaminacion microbiana que el
pescado capturado en el fondo marino (Nychas and Drosinos, 2010). El caldo se elabor6 a
partir de pescado de roca, capturados zonas rocosas del mediterrdneo y el rape propio de
profundidades de hasta mas de 500 m, capturado en el Atlantico. Consecuentemente, la
presencia de microorganismos esporulados explicaria la persistencia a las temperaturas de
coccion empleadas en el estudio (ebullicion ~ 100 °C, ~ 35 min), que posteriormente se

desarrollarian durante su conservacion en refrigeracion y a temperatura ambiente.
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La inactivacion microbiana obtenida en este estudio es muy similar a la obtenida por otros
autores en otras matrices liquidas. Por una parte, Poliseli-Scopel et al. (2012) al evaluar el
efecto de los tratamientos UHPH en licuado de soja a 200 y 300 MPa con temperaturas de
entrada de 55, 65 y 75 °C, y Amador-Espejo et al., (2014), en leche de vaca al aplicar
tratamientos de UHPH a 200 y 300 MPa con temperaturas de entrada de 55, 65, 75 y 85°C,
obtuvieron la esterilidad del producto al aplicar 300 MPa a temperaturas iguales o superiores a
75 °C. Sin embargo, Valencia-Flores et al. (2013), también obtuvieron licuados de almendra
estériles a 300 MPa y una temperatura de entrada de 65 °C. En todos los estudios se subraya
como factor de letalidad microbiana al efecto de fenomenos de cavitacion, esfuerzo cortante,
cizalla, cambios en la energia cinética, etc. al pasar a través de la valvula de alta presion, asi
como al incremento de la temperatura como consecuencia del calentamiento adiabatico (Tabla
5.1), aunque con un tiempo menor de 0.5 s. En el caso del licuado de soja y almendra, el
incremento fue de T2 ~135 °C en el tratamiento de 300 MPa con T de 75 °C (Ferragut et al.,
2015). Sin embargo, en el caldo de pescado la temperatura alcanzada fue de T>~ 128 °C (Tabla
5.1). La temperatura que se alcanza, asi como los efectos fisicos asociados, varia de un equipo
al otro asociado al disefo de las valvulas, asi como de la fluidez-viscosidad del producto, siendo
determinante en la letalidad obtenida, asi como las caracteristicas de la microbiota propia del

producto (Ferragut et al., 2015).

En consonancia con lo obtenido en otras matrices liquidas como leche, licuado de soja,
horchata de chufa o zumo de manzana y que se trataron a 200 y 300 MPa (Codina-Torrella et
al., 2018; Cruz et al., 2007; Pereda et al., 2007; Suarez-Jacobo et al., 2012), cuando, se
aplicaron tratamientos UHPH a 300 MPa en el caldo de pescado a temperaturas de entrada
inferiores a 65 °C, se consigui6 una reduccion notable de la microbiota, prolongando la vida

util del producto, aunque debe conservarse a temperaturas de refrigeracion.

5.2.3 El efecto de la UHPH sobre las propiedades fisicas

5.23.1 Evaluacion del tamaiio de particula

El estudio de la distribucion del tamafo de particula de los caldos de pescado obtenidos tras el
momento de produccion del caldo estandar-CPS vy tras los tratamientos UHPH a 300 MPa con
temperaturas de entrada T, de 45, 55, 65 y 75 °C, realiz6 mediante el andlisis de las curvas de
distribucion de tamafio de particula y la evaluacion de los parametros D so, Doo, d3,2 y d43, que

se presentan en la Figura 5.3 y la Tabla 5.2. Los dos primeros pardmetros (Dso y Do) hacen
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referencia al didmetro bajo el que se encuentran el 50% y 90% del total de particulas del
producto, respectivamente. Los parametros ds 2 y dy; se relacionan con el didmetro medio de

las particulas, en base al area de su superficie y a su volumen.

El caldo estandar-CPS present6 una distribucion polidispersa con un pico principal entre los 0-
10 um de didmetro, en el que se concentraron el 77,1% de particulas, seguido de un conjunto
de picos de menor intensidad y mayor diametro de particula que se encuentran entre los 11-
120 um. En la bibliografia encontramos resultados similares descritos en licuados vegetales de
soja y almendra crudos, homogenizados convencionalmente y tratados mediante la tecnologia
de UHPH (Codina-Torrella et al.,, 2017; Cruz et al., 2007; Poliseli-Scopel et al., 2012;
Valencia-Flores et al., 2013). A la par, se aprecié6 un desplazamiento en las curvas de
distribucion de los caldos tratados por UHPH debido a la reduccion del tamafio de particula,
concentrandose en la mayoria de los casos dentro del rango de menor didmetro de particulas,
de forma que el 98% de las particulas poseen un diametro < 10 pm (Figura 5.3). Sin embargo,
se apreciaron ciertas diferencias en la forma en funcién de la temperatura de entrada.
Concretamente, en los caldos UHPH-45 y 55, la curva de distribucion monomodal se
caracterizo por tener un pico principal de mayor anchura y menor altura que en los tratamientos
a To- 65 y 75C °C, que se convierten en curvas bimodal y trimodal, produciéndose una
redefinicion del pico principal, con mayor volumen de particulas bajo un mismo didmetro
medio, y una cola de picos minoritarios compuesto por particulas de mayor didmetro, debido a
la formacion de agregados de particulas con mayor variabilidad de tamafios, y que se comentara

en el parametro dy 3.
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Figura 5.3. Distribucion del tamafio de particulas de caldos de pescado estdndar y tratados por UHPH
diferentes temperaturas de entrada To: 45,55, 65y 75 °C.

En los caldos tratados por UHPH disminuyeron significativamente (p <0,05) los valores
correspondientes a cada uno de los parametros Dso, Doo, d32 y da3, (Tabla 5.2). En el caldo de
pescado estandar los valores de los parametros Dso y Doo fueron de ~ 3,5 y ~ 14 pm de didmetro,
mientras que en los caldos tratados por UHPH no superaron los valores de 1,45 um y 3,70 um,
respectivamente (Tabla 5.1). En comparacion con el caldo CPS, la aplicacion de los
tratamientos UHPH redujeron significativamente (p < 0,05) el tamafio de las particulas en el
producto, aunque los parametros ds;» y d; aumentaron al incrementar la temperatura de
entrada, especialmente a la temperatura de 65 y 75 °C, siendo el orden de menor a mayor

tamafio UHPH-45=UHPH-55 < UHPH55=UHPHG65 < CPS.

El incremento de la temperatura pudo causar una mayor desnaturalizacion de la proteina y un
cambio conformacional de éstas, lo que implica una disminucidon de su solubilidad. En
consecuencia, se establecen nuevas interacciones entre la proteina y las demads particulas en
suspension del producto, con la consiguiente formacion de agregados de particulas y
posiblemente minimizando la coalescencia entre gotas de grasa (Codina-Torrella et al., 2018,
2017; Cruz et al., 2007; Pereda et al., 2007; Poliseli-Scopel et al., 2012), debido a que la
relacion proteina/grasa es de solo 0,65, valor insuficiente para evitar estos fendmenos (Poliseli-

Scopel et al., 2012).
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Tabla 5.2. Evaluacion de los parametros de tamafio de particula (um), en caldo de pescado
control (CPS) y homogenizado a ultra alta presion a diferentes temperaturas de entrada (45,55,
65y 75 °C).

Parimetros de tamafio de particula (um)’

Caldos dys ds,2 Dso Doy
CPS 5,85+0,17¢ 1,17 £ 0,20° 3,67+£0,11° 14,85 +1,53°
UHPH-45 °C 1,89 +£0,13° 0,65 £ 0,082 1,35 +0,24* 3,70 £ 0,822
UHPH-55 °C 1,62 +0,072 0,53 £ 0,062 1,04 £ 0,372 3,10 £ 0,622
UHPH-65 °C 1,96 + 0,04 1,23 +£0,01° 1,45+0,122 3,59+ 0,512
UHPH-75 °C 2,10 £0,08° 1,17 +£0,03° 1,35+0,14* 3,49 £ 0,202

! valores medios + desviacion estandar obtenidos de 3 experimentos independientes

Dso = didmetro bajo el cual se encuentra el 50% del volumen de las particulas; Doy = didmetro bajo el cual se encuentran
el 90% de las particulas; d3, = diametro medio con relacion al 4rea de la superficie de las particulas; ds 3 = diametro
medio en relacion con el volumen de las particulas.

&< Diferentes letras en una misma columna son significativamente diferentes (p <0,05)

5.2.3.2 Color

Con relacion a los parametros del color, en la Tabla 5.3 se muestran los valores del L*, a*, b*
referentes al espacio de color CIELAB y el parametro AE* obtenidos en el caldo estandar-CPS
y tras los tratamientos UHPH a diferentes temperaturas de entrada. Como se puede observar,
el valor de luminosidad (L*) del caldo CPS control fue inferior (menos blanco) al obtenido en
los caldos UHPH 65 y 75, diferencia que se mantiene en el parametro b*, pero en este caso con
valores superiores (mas amarillo), mientras que en el valor a* se determinaron diferencias con
todos los tratamientos UHPH, mostrando una mayor tendencia al rojo. Posiblemente, los
ingredientes con componentes carotenoides agregados al caldo son los responsables de esta
coloracion. El betacaroteno derivado de la zanahoria confiere el tono amarillo-anaranjado
mientras que la astaxantina de las cigalas, triglidos, escorpénidos y mulidos (pescado de roca)
posiblemente contribuy6 al tono rojo anaranjado (Venugopal and Gopakumar, 2017; Yanar et

al., 2012).

Entre los distintos tratamientos UHPH, se apreci6 que la luminosidad aumentaba y el valor b*,
disminuia gradualmente al aumentar la temperatura de entrada, aunque no se observaron
diferencias en el valor a*. El incremento de luminosidad (L*) de los caldos UHPH al aumentar
la temperatura de entrada se podria explicar, por el efecto de la homogenizacion de la grasa,
que a la vez afecta a la tonalidad amarilla, y/o las particulas en suspension del producto. Cuando
la luz interacciona en la superficie de una emulsion, una parte de la luz incidente es refractada,

mientras que el resto se transmite en la misma emulsion (Codina-Torrella et al., 2018). El efecto
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de la UHPH en el color, y especialmente en la luminosidad, depende mucho de la matriz y del
tratamiento UHPH, asi mientras que en leche, horchata y en licuado de soja con tratamientos
de variables de 200-300 MPa a temperaturas de entrada entre 20 y 85 °C (Amador-Espejo et
al., 2014; Codina-Torrella et al., 2017; Pereda et al., 2007; Poliseli Scopel, 2012), obtuvieron
similares resultados, en otro estudio realizado con soja se produjo una disminuciéon de la

luminosidad (Cruz et al., 2007).

Tabla 5.3. Evaluacion de los parametros' de color L*, a* b* y AE* dentro del espacio

CIELAB, para muestras de caldo de pescado estandar y tratadas por UHPH.

Caldos' L a* b* AE*?
CPS 48,43 £ 0,272 1,28 + 0,23 15,25 + 0,234 -
UHPH-45 °C 48,86 +0,57* -0,40 £ 0,032 14,89 + 0,114 1,76 £ 0,172
UHPH-55 °C 49,44 + 0,54 -0,23 £ 0,052 14,47 + 0,100¢ 1,93 + 0,282
UHPH-65 °C 50,20 + 0,56°¢ -0,24 + 0,032 14,27 +0,12° 2,48 +0,39b
UHPH-75 °C 51,09 £ 0,15¢ -0,16 £ 0,052 13,43 £ 0,122 3,45+0,11¢

I+ valores medios + desviacion estandar obtenidos de 3 experimentos independientes;
! p p
2 AE*: se calculd tomando como referencia el caldo estandar CPS;
ad: diferentes letras en una misma columna son significativamente diferentes (p <0,05)

Las diferencias determinadas entre el caldo CPS control y en los caldos UHPH en la
luminosidad y en el valor b* se refleja en el pardmetro AE*. Con este pardmetro también se
obtuvo una idea de como el tratamiento aplicado contribuy¢ al color global del producto. En
comparacion con el caldo CPS, las muestras homogenizadas a ultra alta presion con mayor
temperatura de entrada fueron las mas diferentes, siendo el orden de estas diferencias en Ty
45°C = 55<=65 °C < 75 °C. En este estudio, el valor del parametro AE* fue de 3,45 en el
tratamiento UHPH-75, diferencias que segln estudios realizados ya serian apreciables por el

0jo humano (AE* > 3) (Francis and Clydesdale, 1975), como se demuestra en la Figura 5.4

——
m UHPH-T, 75
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Figura 5.4. Imagen de la variacion de color entre el caldo estandar-CPS y UHPH-To=75 °C a 300 MPa.
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5.2.4 El efecto de la UHPH sobre el perfil organoléptico

Con el objetivo de valorar si en el tratamiento UHPH-75 se producian cambios perceptibles en
la impresion general (grado de armonia con el que se percibe el conjunto del perfil olfato-
gustativo), se utilizd una prueba triangular por similitud segin la norma UNE-EN-ISO
4120:2008 (AENOR, 2010). De los 18 jueces solo 3, identificaron correctamente la diferencia.
En este caso, se determind que con un 90% de certeza, al menos un 10% de los consumidores
serian capaces de detectar diferencias entre el caldo CPS y el caldo tratado por UHPH. Sin
embargo, serian necesarias pruebas posteriores para identificacion del atributo e intensidad de

los parametros.
5.3 Conclusion

La aplicacion de tratamientos de homogenizado a ultra alta presion de 300 MPa con una
temperatura de entrada de 75 °C permitid6 la obtencion de un caldo de pescado
microbioldgicamente estéril, en el que se disminuy6 de forma significativamente el tamafio de
particula, con mayor luminosidad y menor tonalidad amarilla, aunque con un valor AE* muy
elevado, que permiten diferenciarlo visualmente de caldo de pescado sin tratar. Sin embargo,
si no se tiene en cuenta esta caracteristica en la impresion general, no se apreciaron diferencias.
En los otros tratamientos aplicados a temperaturas de entrada inferiores a 65 °C, se consiguid
una reduccion notable de la microbiota, especialmente a 55 y 65 °C, prolongando la vida 1til
del producto, aunque debe conservarse a temperaturas de refrigeracion. En todos ellos, el
tamano de particula se redujo notablemente, aumentando la luminosidad y disminuyendo el

color amarillo al aumentar la temperatura.
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Capitulo 6. Aplicacion de tratamientos UHPH en caldo de pescado con interés la

esterilizacion comercial

6.1 Introduccion

Una de las expectativas del consumidor en relacion al consumo de alimentos es la adquisicion
de productos que presenten caracteristicas nutricionales y organolépticas lo mas parecidas a la
elaboracion artesanal, y que ademds mantenga sus caracteristicas higiénico-sanitarias por
periodos superiores a su analogo (Codina-Torrella et al., 2018). Dentro del perfil nutricional
poblacional, también existe un interés de que se consuma pescado y productos derivados, por
su valor nutritivo, asociada a la alta calidad de proteinas y lipidos presentes, en especial en
cuanto a la composicion de los acidos grasos insaturados omega-3, EPA y DHA (Falch et al.,
2010). También, la proteina de pescado es uno de los elementos apreciables en una dieta
saludable (de Boer et al., 2020, FAO, 2020), que se puede utilizar como sustituto de la carne
relativamente eficiente en los paises que consumen mucha carne, porque causa menos presion
ambiental que otros animales aptos para el consumo humano (Perignon et al., 2016). Una de
las barreras mas importantes para el consumo de pescado son el desagrado sensorial por el
pescado, , la falta de confianza en la propia capacidad para seleccionar y preparar pescado por
parte del consumidor, los riesgos para la salud, la falta de disponibilidad de pescado y los
precios demasiado altos (Carlucci et al., 2015). El caldo de pescado puede ser un producto con
el que pueden superar algunas de estas barreras, incorporando ademas productos y
subproductos de bajo coste comercial, y pudiendo reaprovechar los residuos del propio caldo
para incrementar su contenido proteico. Sin embargo, la composicion de los caldos, pueden
favorecer la rapida y alta inestabilidad del producto final por causas quimicas, y microbianas,
afectando a la calidad y durabilidad del alimento procesado, de forma que la tecnologia
aplicada a la conservacion de alimentos como la UHPH puede proporcionar una similar
efectividad a la esterilizacion comercial de productos similar al proceso homoélogo UHT

(Amador-Espejo et al., 2014; Poliseli-Scopel et al., 2014; Ferragut et al., 2015).

El presente estudio tiene como objetivo conocer el potencial de esta tecnologia emergente
(UHPH) para garantizar la estabilidad microbioldgica y fisicoquimica con el objetivo de
obtener productos estériles en dos tipos de caldo de pescado, el producto estandar (CPS) y de
un segundo caldo al que se le anadi6 un concentrado proteico para incrementar el contenido en
dicho componente (CPSP). Las condiciones de tratamiento UHPH seleccionadas, se basaron
en los resultados obtenidos en el estudio preliminar (Capitulo 5). Se aplicaron tratamientos
UHPH de 300 MPa y dos temperaturas de entrada de To=75 y 85 °C para el caldo de pescado
estandarizado (CPS) y de To- 85 °C para el caldo con mayor contenido proteico (CPSP). En
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todos los tratamientos la temperatura de salida del producto fue de T3-25 °C. En la comparativa
con el tratamiento UHT, la determinacion se realiz6 con caldo de pescado estdndar evaluandose
el efecto de dicho tras el tratamiento tecnoldgico. Posteriormente, las muestras tratadas
mediante UHPH se conservaron a temperatura ambiente (20-25 °C) durante 135 dias. Los
analisis se realizaron los dias 1, 45, 90 y 135, en el caso de la estabilidad microbiologica se
prolong6 hasta los 210 dias. Los parametros evaluados fueron: el analisis microbiologico, el
pH, la estabilidad fisica de la emulsion por Turbiscan, color, indice de peroxidos, TBArs y
compuestos fluorescentes y analisis organoléptico. Ademas, se evaluo el perfil de los 4cidos
grasos para muestras de CPS durante 90 dias, con analiticas efectuadas en los dias 1, 45, 90 de

almacenaje. Finalmente, también se realiz6 el analisis sensorial.
6.2 Resultados y discusion

6.2.1 Obtencion del concentrado proteico v produccion del caldo mayor contenido en

proteina

Para el incremento de la concentracion proteica de los caldos, se utilizaron 3 métodos de
obtenciéon de concentrado de proteinas a partir de los residuos de pescado propios del caldo.
En los dos primeros se les realiz6 un secado, a 60 y 80 °C, y el tercero un tamizado. En la Tabla
6.1, se observa el porcentaje de proteina alcanzado mediante los tres procesos de obtencion del

concentrado proteico de pescado y que se detalla en el apartado de material y métodos.

La proteina de los concentrados en los procesos 1 y 2 mediante secado, se encuentran dentro
de los pardmetros recomendados por Bombardelli et al.( 2005), que mencionan que el
concentrado proteico de pescado que se destine al consumo humano deberia contener entre un
60-88% de proteinas y un 0,75% de lipidos y que clasificaria como de tipo A. En el caso que
los valores sean de entre 70-75% de proteina y un 10 % de lipidos, se clasificarian como de
tipo B, tomando la consideracién de una harina de pescado y, por lo tanto, no apta consumo
humano. Empleando métodos quimicos, y no fisicos como el utilizado en este estudio, Vidal-
campello et al. (2021), obtuvieron mediante tres procesos de extraccion un porcentaje de
proteinas y lipidos superiores de un 87,36 y 3,28% en el método I, de un 88,76 y 9,49 % en el
método I1 y de un 89,26 y 8,12% en el método III, respectivamente. El mejor rendimiento, se
relaciona no so6lo con la diferencia del método aplicado, sino también con las especies de

pescado que se utilizaron como materia prima.

Al incorporarse, los concentrados de proteina al caldo de pescado base, en un nivel méximo

aceptable de un 10% en alimentos, segun Bombardelli et al. (2005), los caldos enriquecidos
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con los concentrados obtenidos mediante el proceso 1 y 2 presentaron una menor concentracion
de proteina y de lipidos en el caldo final, en comparacion al del proceso 3, motivo por el cual
se opto por este método (Tabla 6.1).

Tabla 6.1. Determinacion del contenido proteico en los concentrados proteicos de pescado
obtenidos en el proceso 1, 2 (desecacion) y 3 (tamizado).

. Caldo con CPP
Procesos Concentrado proteico de pescado (CPP) (CPSP)
Proteina % Lipidos % Proteina %
1(60 ) 82,0 + 0,832 0,72 0,022 1,60 +0,232
2 (80 °C) 78,4 +1,06° 0,93 +0,02° 1,50+0,122
3 (Tamizado) 8,0+ 1,66°¢ 2,70 £ 0,03¢ 2,11+0,33°

¢ Diferentes letras en una misma columna son significativamente diferentes (p <0,05)

Se debe comentar que tras la elaboracion del caldo CPSP se observé visualmente que debido a
la adicion de proteinas musculares del pescado se produjo una alteracion en el color del caldo
de pescado, mostrando una tonalidad demasiado blanca, que se acentu6 tras los tratamientos
UHPH. Por lo que, se opt6 para la mejora visual del caldo adicionar 20 g de vegetales obtenidos
del proceso de elaboracion del caldo en el momento que se realizaba la trituracion del pescado
cocido recuperado. Los vegetales contuvieron preferentemente zanahoria y puerro. Con dicha

adicion se mejoro la tonalidad del caldo de pescado CPSP (Figura 6.1).
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a)f \ b)

CPSP - UHPH

Figura 6.1. Cambio de color en caldos con mayor contenido en proteina CPSP tras la elaboracion y tratamiento
UHPH. a) Imagen del caldo sin incorporacion de vegetales y b) imagenes del caldo con adicion de vegetales.

6.2.2 Control de proceso de la ultra alta presion de homogenizacion

En la Tabla 6.2 se muestra los valores de temperaturas en las diferentes etapas del tratamiento
UHPH. Como se puede observar, a una misma temperatura de entrada To= 85 °C, en el caldo
con mayor contenido en proteina (CPSP) la temperatura tras pasar la valvula de
homogeneizacion fue de To= 137 °C, superior a la alcanzada el caldo estandar (CPS) que fue
To= 135 °C. Posiblemente, dicha diferencia puede ser atribuida a la diferencia tanto en el
contenido de proteina como de lipidos, ya que dicha temperatura se ve condicionada por
diversos factores, como los relacionados con la constitucién del alimento que son variables
que amplifican el efecto de las fuerzas resultantes sobre el producto base (Middelberg, 1995;

Tesch et al., 2003).
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Tabla 6.2. Registro de las temperaturas durante tratamiento UHPH a 300MPa a diferentes
temperaturas de entrada del caldo de pescado estandar CPS y con mayor contenido en proteina
CPSP.

Temperaturas registradas en los tratamientos UHPH (°C)!

Entrada Antes de la valvula  Después de la valvula Salida
(To) de alta presion (T1) UHPH (T>) (T3)
CPS UHPH 75 °C 75,31 £ 0,58 128,33 £ 0,56 24,00 + 1,00
CPS UHPH 85 °C 85,00 £ 0,78 134,67 £ 0,53 24,67 £0,58
CPSP UHPH 85 °C 85,10+ 0,61 137,00 £ 1,10 26,67 £ 1,53

I: valores medios + desviacion estandar obtenidos de 3 experimentos independientes.

6.2.3 Estabilidad microbioldgica v pH

El recuento microbiologico realizado tras el proceso de coccion y tratamiento UHPH (75 y/o
85 °C) en muestras de CPS y CPSP estuvieron por debajo del limite de deteccion (< 1 ufe/mL)
para los parametros de microorganismos aerobios y anaerobios mesoéfilos, esporas aerobias
mesofilas y enterobacterias. Estos resultados demuestran la eficacia del proceso de coccion en
la reduccion de la microbiota propia, aunque al realizar la prueba de esterilidad tras la
incubacion a 30 y 55 °C durante 21 y 15 dias, respectivamente, en ambas muestras de caldo
CPS y CPSP sin tratar se determind crecimiento microbiano posiblemente asociado a la
presencia residual de microbiota esporulada. Sin embargo, todas las muestras de caldo tratadas
mediante UHPH, CPS y CPSP, se mantuvieron microbiolégicamente estables, es decir, sin
crecimiento microbiano, tras la prueba de esterilidad y durante el periodo de estudio de 135
dias de almacenamiento, que se prolong6 hasta los 210 dias. Estos resultados coinciden con lo
ya observado en el estudio preliminar (Capitulo 5), asi como con los resultados de otros autores
en diversas matrices alimentaria, como en leche de vaca a una temperatura de entrada igual o
superior a 75 °C (Amador-Espejo et al., 2014), licuado de soja a 75 °C (Poliseli-Scopel et al.,
2012; Ferragut et al., 2015), y licuado de almendra a 65 °C (Valencia-Flores et al., 2013).
Como ya se coment6 en el anterior capitulo, esta efectividad se asocia a la accién combinada
de las fuerzas fisicas ocurrentes en la valvula de homogenizacion (friccidn cavitacion,
turbulencia, entre otras), al calentamiento adiabatico generado, asi como, al incremento de
temperatura alcanzado al paso por la valvula de homogenizaciéon (T2) durante un tiempo
reducido (< 0.5 s) (Poliseli-Scopel et al., 2012; Valencia-Flores et al., 2013; Amador-Espejo et
al., 2014). Recientemente, Loira et al. (2018) consiguieron el mismo efecto es una matriz acida
como el mosto, aplicando tratamientos UHPH a 300 MPa con T¢-20 °C que alcanz6 una

temperatura tras la valvula de T>= 98 °C con un tiempo de 0,02 s, partiendo en este caso de un
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recuento de mohos y levaduras de 6 log ufc/mL y de bacterias nativas de cerca de 4 log ufc/mL,

no apreciandose que la muestra fermentara tras mantenerla § dias a 18 °C.

Diferentes autores han investigado el potencial del tratamiento UHPH para la inactivacion de
esporas de patdgenos inoculados en productos estériles, mencionando que entre las
caracteristicas favorables para la inactivacion microbiana estd la adecuada combinacion de
presiones y temperaturas de entrada, las caracteristicas del equipo, el aumento del numero de
pases de homogenizacion, el tipo de microorganismos presentes y la matriz alimenticia (Diels
et al., 2005; Brifiez et al., 2007; Donsi et al., 2009; Roig-Sagués et al., 2009, 2015; Sauceda-
Galvez et al., 2019; Velazquez-Estrada et al., 2020; Zhang et al., 2021). De todas maneras, la
inocuidad del del caldo de pescado relacionada con la esterilidad comercial deberia ser
comprobada mediante estudios de Challenge test, inoculando C. botulinum proteolitico o un

microorganismo esporulado con similar comportamiento como C. sporogenes (NACMF, 2010)

Respecto al pH, y coincidiendo con la estabilidad microbiologica, se observo que el pH inicial
los valores de pH fueron muy similares, siendo en los caldos UHT de 6,13 = 0,12, en los caldos
CPS UHPH a To=75y 85 °C de 6,14 £ 0,10 y en los caldos CPSP UHPH To= 85 °C de 6,36 +
0,07. Durante la vida util de 135 dias los caldos UHPH de Ty 75 y 85 °C tuvieron una ligera
variacion de ~ 0,2 unidades y ~ 0, 4, respectivamente, aunque no estadisticamente significativa.
Resultados similares en la medicion del pH, sin apreciar cambios significativos (p > 0,05), se
obtuvieron por Poliseli-Scopel et al. (2014), en la evaluacion de la vida util de 180 dias del

licuado de soja tratado a 300 MPa con To=75 °C y envasado asépticamente.

6.2.4 Estabilidad fisicoquimica

6.2.4.1 Composicion quimica de caldos CPS y CPSP tratados por UHPH

6.2.4.1.1 Analisis composicional

En la Tabla 6.3 se muestra los resultados del andlisis composicional de los caldos CPS y CPSP
sin tratar y una vez tratados con tratamientos, UHT, UHPH de 300 MPa a una temperatura de
entrada de 75 y/o 85 °C. Como se coment6 anteriormente, en los caldos CPSP se consiguid
doblar la concentracion de proteina. En relacion con el efecto de los tratamientos UHT y UHPH
se observd una ligera disminucion en los diversos componentes, aunque no se apreciaron
cambios significativos (p < 0,05), en los de mayor relevancia como son el contenido de

proteina, lipidos y materia seca. Durante su almacenamiento durante 135 dias a temperatura
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ambiente, la concentracion de los diferentes componentes fue muy similar en el caso de los
productos tratados mediante UHPH (datos no mostrados).
Tabla 6.3. La composicion quimica del caldo de pescado estindar (CPS) y con mayor

contenido en proteina (CPSP) antes y tras el tratamiento UHT y UHPH a 300 MPa a
temperaturas de entrada de Tode 75 y/o 85 °C.

Parametros determinados' en g/100 mL de caldo

Caldo Proteina Lipidos Cenizas Materia seca

Sin tratar 1,022+£0,16 1,11*+0,23 1,05+ 0,06 2,898+ 0,44

UHT 0,99°+0,13 1,06*+0,16  0,92*+0,05 2,80*+ 0,30

CSP - UnpH 75 °C 0979+ 0,18 10424024 0934004  275+038
UHPH 85 °C 0,99*+0,15 1,072+0,17 0,96*+0,04 2,77*+ 0,35

CPSP Sin tratar 2,06+0,12  1,52°+0,14 1,65°+0,01 5,25+ 0,26
CPSP UHPH 85 °C  1,92°+0,13 1,41°+0,15 1,46°+0,01 4.97°+ 0,21

! Media + desviacion estandar de tres replicados analiticos.
&< Diferentes superindices (letras mintsculas) en la misma columna de datos indican diferencias significativas (p < 0,05) entre
los caldos.

6.2.4.1.2 Determinacion del perfil de acidos grasos

El perfil de 4cidos grasos se realizd Unicamente en el caldo estandar de pescado (CPS),
determinandose en el caldo sin tratar, asi como en los tratados a 300 MPa con To de 75 y 85°C,
asi como su evolucion en los dias 0, 45 y 90. Los resultados detallados del caldo sin tratar y
justo después de ser tratados se presentan en la Tabla 6.4, mientras que la evolucion de los

principales acidos grasos hasta los 90 dias se presenta en la Figura 6.2.

Como se puede observar en la Tabla 6.4, no se apreciaron diferencias significativas en cuanto
a la composicion de los dcidos grasos entre las muestras no tratadas y las sometidas a UHPH
To= 75y 85 °C. Resultados similares se obtuvieron por Rodriguez-Alcala et al.(2009), tras el
tratamiento de leche de rumiantes (vaca, oveja y cabra) en el intervalo de presion de 50 a 350
MPa con To= 10 °C, donde el contenido de acidos grasos y el perfil de isdémeros de CLA (acido
linoleico conjugado). Tampoco, Ferragut et al. (2015) encontraron diferencias en el perfil de
los acidos grasos en bebida de soja y almendra tras tratamientos equiparables a la
pasteurizacion UHPH 200 Mpa con To= 5 °C, y de esterilizacion comercial a 300 MPa con

To=75 °C.

En los caldos del presente estudio, tratados y sin tratar, los acidos grasos saturados (AGS),
monoinsaturados (AGM) y poliinsaturados (AGP) se encuentran distribuidos en el orden

siguiente AGP < AGS < AGM con un contenido relativo alrededor del 14%, 20% y 66%,
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respectivamente. Cuantitativamente el dcido palmitico (C16:0) y el acido estearico (C18:0)
constituyen los principales entre los AGS, el acido oleico (C18:1 n9), seguido del 4cido
vaccénico (C18:1 n7) y acido palmitoleico (C16:1 n7) para los AGM, y el acido linoleico
(C18:2 n6), el DHA (C22:6 n3) y el EPA (C20:5 n3) son los principales para los AGP. Dicho
perfil es muy similar al obtenido por de Castro et al. ( 2007) en un estudio durante el
almacenamiento de pescado cocido. El porcentaje alto determinado en nuestro estudio de los
acidos oleico, palmitico y linoleico encontrados se relacionan tanto con las especies de pescado
incorporados, evidenciado por la presencia de EPA y DHA, cuya tnica fuente son los alimentos
marinos (Nollet y Toldra, 2010b), como del aceite vegetal que forma parte del proceso de

elaboracion del caldo.

Durante el periodo de conservacion a temperatura ambiente, el perfil de acidos grasos se
mantuvo estable en los principales acidos grasos del caldo de pescado. En el dia 45 se
apreciaron, ligeras variaciones en el acido eicosapentanoico (C20 :5 n3) en el caldo CPS-

UHPH To=85 °C, aunque no fueron estadisticamente significativas (p < 0,05) (Figura 6.2).

112



Tabla 6.4. Perfil de acidos grasos del caldo de pescado estandar (CPS) y con mayor
contenido en proteina (CPSP) antes y tras el tratamiento UHPH a 300 MPa a temperaturas de
entrada de To de 75 y/o 85 °C.

Acidos grasos CPS sin tratar CPS UHPH 75 °C CPS UHPH 75 °C
C14:0 0,66 + 0,20 0,44 + 0,09 0,77 + 0,05
C15:0 0,13 +£0,02 0,13 + 0,04 0,18 + 0,07
C16:0 14,26 £ 0,42 14,64 £ 1,04 15,08 £ 0,52
C17:0 0,22 + 0,01 0,21 + 0,10 0,24 =+ 0,02
C18:0 3,34 + 0,08 3,57 £ 0,39 349 + 0,12
C20:0 0,42 + 0,02 0,44 + 0,08 043 + 0,01
C22:0 0,16 + 0,01 0,17 + 0,01 0,15 + 0,02
C16:1 n7 240 + 040 2,29 + 0,53 2,70 + 0,08
C18:1 n9 59,51 + 1,87 60,76 + 1,17 60,55 =+ 1,55
C18:1 n7 2,81 + 0,12 291 + 0,18 2,85 + 0,08
C20:1 n9 0,49 + 0,09 0,40 + 0,08 0,34 =+ 0,02
C20:1 n11 0,56 + 0,12 0,60 + 0,08 0,54 =+ 0,02
C24:1n9 0,16 + 0,02 0,32 + 0,06 0,15 + 0,09
C18:2 n6 9,08 + 0,47 792 + 1,56 8,06 =+ 0,74
C18:3 n3 0,61 + 0,02 0,39 + 0,15 0,48 + 0,09
C18:4 n3 0,26 + 0,01 0,40 + 0,15 0,38 + 0,06
C20:4 n6 0,22 + 0,05 0,20 + 0,08 0,16 + 0,09
C20:5n3 LI5S £ 0,51 95 + 0,18 0,93 + 0,46
C22:5n3 0,36 + 0,08 0,18 + 0,06 0,22 =+ 0,10
C22:6 n3 2,57 £ 0,67 1,79 + 0,54 1,84 + 0,92
AGS 19,19 + 0,63 19,60 + 1,70 20,34 + 0,68
AGM 65,93 + 1,37 67,28 + 1,28 67,13 =+ 1,75
AGP 1424 + 0,76 11,83 + 2,52 12,07 + 2,43
Zn-3 524 + 1,18 2,70 + 0,99 3,84 + 1,61
Zn-6 9,30 + 0,43 8,13 + 1,64 8,22 + 0,82
n-3/n-6 0,56 0,33 0,46

AGS: acidos grasos saturados, AGM: acidos grasos monoinsaturados y AGP: acidos grados
poliinsaturados

113



70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Figura 6.2. Evolucion en el porcentaje de los acidos grasos principales presentes en el caldo de pescado

estandarizado (sin tratar) y tras tratamiento UHPH temperaturas de entrada (To) de 75 y 85 °C durante su
conservacion durante 90 dias.

6.2.4.1.3 El valor nutricional de los caldos de pescado

La composicion en proteinas, lipidos y acidos grasos del caldo CPS es un buen reflejo del
pescado incorporado con especies calificadas de magras y semigrasas, con < 1% y entre 1-
10% de lipidos corporales, respectivamente (Soriguer et al., 1997; Nunes et al., 2011). Por lo
tanto, la utilizacidon del pescado entero y subproductos infrautilizados tiene como ventaja el

aprovechamiento de estas fuentes lipidicas (Aubourg, 2010; Grigorakis, 2011).

La Agencia Espafiola de seguridad alimentaria y nutricion, AECOSAN (2019), en referencia
al Reglamento (CE) N° 1924/2006 (UE, 2006), hace mencién que para establecer las
declaraciones nutricionales autorizadas en un producto alimentario, como condicién para que
se declare que un alimento en fuente de proteina es necesario que aporten como minimo el 12
% del valor energético del alimento, aspecto que cumple tanto el caldo CPS y CPSP con un
valor superior al 20%. Ademas, la mencion de mayor contenido en un nutriente, en este caso

de proteina del caldo CPSP debe cumplir que dicho incremento sea de como minimo un el 30
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% en comparacion con un producto similar, siempre que el producto cumpla las condiciones

previstas para la declaracion “fuente de”, requisito que se cumple en dicho caldo.

Por otra, parte en el caso de la mencion de un alto contenido de grasas insaturadas, el requisito
es que al menos un 70 % de los acidos grasos presentes en el producto procedan de grasas
insaturadas y las grasas insaturadas aporten mas del 20 % del valor energético del producto,
hecho que, en caldo de pescado estandarizado, lo cumple pues supone alrededor de un 80% de
los acidos grasos presentes en el producto tratado por UHPH, aportando cerca de un 60 % de

valor energético del producto.

Entre los objetivos nutricionales para la poblacion espafiola es de especial relevancia la ingesta
de 4cidos grasos monoinsaturados para la prevencion de enfermedades cardiovasculares.
Ademas, se ha descrito que, los AGM deberian suponer alrededor del 50% de la grasa total
ingerida. Por otra parte, para juzgar la calidad de la grasa, la fraccion de AGP+AG /AGS debe
ser superior o igual a 2 y la AGP/AGS superior o igual a 0,5 (SENC, 2011; AESAN, 2012;
Moreiras Tuni et al., 2015). En el caldo de pescado estandar tratado mediante UHPH el
contenido de AGM fue de aproximadamente de un 66%, la relacion AGP+AGM/AGS fue de
4.2, y la relacion de AGP/AGS de 0,74, lo que demuestra la buena calidad de grasa en el

producto elaborado.

6.2.5 Degradacion lipidica

Los procedimientos de coccidon promueven una cascada de reacciones fisicoquimicas adversas,
entre las cuales la oxidacion de lipidos es una de las més pronunciadas. A la peroxidacion
lipidica primaria le siguen una serie de transformaciones quimicas, incluida la descomposicion
de los hidroperéxidos y la formacién de una amplia gama de productos secundarios de
oxidacion lipidica, incluidas las sustancias reactivas del acido tiobarbitirico (TBARS) y los
compuestos volatiles, que imparten sabores desagradables a productos que tienen como base
pescado (Aubourg, 2010). Tanto la temperatura como el tiempo de coccion tienen un efecto
sobre las reacciones de oxidacion de lipidos en los productos pesqueros (Cropotova,

Mozuraityte, Standal y Rustad, 2019).

La degradacion de lipidos generalmente se ha evaluado mediante métodos de analisis
convencionales que se centran en la deteccion de los productos de oxidacion primarios
(hidroperodxidos, dienos conjugados, etc.) y secundarios (TBARS, etc.) Sin embargo, también

se ha demostrado que ambos tipos de productos de oxidacion de lipidos pueden reaccionar con
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otros constituyentes de los alimentos (fosfolipidos, aminoacidos libres, péptidos, etc.) para
producir compuestos fluorescentes (Aubourg, 1999). Los lipidos y las grasas oxidados emiten
luz en la region ultravioleta cercana. Esta autofluorescencia especifica se ha estudiado
principalmente espectrofotométricamente para estimar la tasa de oxidacion de los alimentos
que contienen lipidos poliinsaturados. Por lo tanto, la investigacion de dichas estructuras de
interaccion mediante métodos de espectrometria de fluorescencia se ha convertido en una
herramienta complementaria para la estimacion de la oxidacion de lipidos (Aubourg, 1998 y

1999; Cropotova, Mozuraityte, Standal y Rustad, 2019)

En la Tabla 6.5 se muestran los resultados de los parametros de degradacion lipidica, como son
los acidos grasos libres, indice de peroxidos, TBARS (sustancias que reaccionan con el acido
tiobarbitarico) y los compuestos fluorescentes en la fase acuosa y organica en el caldo de
pescado estandar (CPS) y con contenido mayor en proteina (CPSP). Al evaluar el efecto en de
dichos parametros tras el tratamiento UHT y los diferentes tratamientos UHPH, no se
apreciaron diferencias estadisticas en el contenido de acidos grasos libres y en el indice de
peroxido entre los caldos sin tratar, ni en funcion del tratamiento aplicado. Sin embargo, en el
caso de los parametros TBARS y fluorescencia en la fase acuosa, se observo que se produjo un
aumento significativo (p <0,05) en el caldo de pescado CPSP, lo que implica que en esta fase
inicial ya se produce una mayor formacion de compuestos secundarios, y sobre todo terciarios
de la oxidacion posiblemente debido a una mayor interaccion de los compuestos amino de las
proteinas con los compuestos derivados de la oxidacion lipidica, ya iniciada en el proceso de
ebullicion del caldo de pescado. Debido a estas diferencias entre los caldos sin tratar, se
apreciaron diferencias estadisticas entre los resultados obtenidos entre el CPS tratado mediante
UHT y UHPH, respecto al caldo CPSPS tratado mediante UHPH. En los caldos de pescado
estandarizado s6lo se obtuvieron diferencias estadisticas en los pardmetros de degradacion
lipidica en el pardmetro TBARSs en el caldo CPS con tratamiento UHPH a Ty 75 °C que fue
significativamente menor y en el caldo CPS con tratamiento UHPH a Ty 85 °C en la relacion

de los compuestos fluorescentes organicos, que fue significativamente superior.

Durante la vida 1til, también se observaron diferencias asociadas al contenido de proteinas de
los caldos, especialmente en el contenido de acidos grasos libres, indice de perdxidos y
TBARS. Asi, mientras en el caldo CSPS tratado con UHPH Ty 85 °C, los valores de los tres
pardmetros se mantuvieron estables durante su conservacion a temperatura ambiente durante
los 135 dias, en el caldo CPS, en ambos tratamientos UHPH, mostraron una evolucion gradual

ascendente llegando a su méaximo el dia 135 (p < 0,05) en el caso de los AGL e indice de
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peroxidos, y en TBARS, si bien aumenta significativamente en los primeros 45 dias,

posteriormente los valores disminuyeron manteniéndose constantes en los dias 90 y 135.

La evolucion variable de los compuestos primarios y secundarios de la oxidacidon se vio
reflejada en ambos caldos en un aumento durante la vida 1til pero especialmente en el dia 45,
de los compuestos fluorescentes en la fraccion acuosa, aunque también en la orgénica,
posiblemente debido a que ambos tipos de productos de oxidacion de lipidos pueden reaccionar
con otros constituyentes de los alimentos para producir compuestos fluorescentes. Ello ratifica
la teoria general sobre la formacion de compuestos fluorescentes como resultado de la
interaccion entre compuestos de carbonilo (moléculas electrofilicas), formados durante la
oxidacion de lipidos, y compuestos de aminos libres (moléculas nucleofilicas) (Aubourg,
1999), que estarian presentes en este caso en el caldo de pescado. Ademas, en ambos caldos,
independientemente de tratamiento aplicado, se observd una disminucion significativa con
relacion al dia 0, en la relacion de compuestos fluorescentes de la fraccion orgédnica y acuosa,

asociada al mayor incremento, ya en el dia 45 de los compuestos de la fraccion acuosa.

Diferentes autores han observado en licuados vegetales que el proceso de UHPH favorece la
formacion de compuestos indicadores de las reacciones primarias de oxidacion de la grasa, en
comparacion con el producto crudo o bien el licuado homogenizado convencionalmente,
debido a la mayor superficie que se genera con este proceso al aumentar el nimero de gotas en
dispersion (Poliseli-Scopel, 2012; Valencia-Flores et al., 2013). En otras matrices alimentarias
como la leche, Pereda et al. (2008) observaron una menor susceptibilidad a la oxidacion de la
grasa del producto UHPH, probablemente debido a la suficiente cantidad de caseina existente
para el recubrimiento de las nuevas gotas de grasa formadas (Pereda, 2008). El proceso de
homogenizacion suele tener una repercusion directa en el incremento del grado de oxidacion
de la grasa del producto. Con la homogenizacion, el tamafio de las gotas de grasa reduce, por
lo que incrementa el numero total de gotas en suspension y, en consecuencia, la superficie total
de grasa expuesta a los fendémenos de oxidacion, siendo mayor este proceso al incrementar la

presion o temperatura de entrada en los procesos UHPH (Codina-Torrella et al., 2017).
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Tabla 6.5. Determinacion del dano lipidico tras la coccion y tras el tratamiento UHPH a TO 75 y/o 85 °C de caldo de pescado estandar (CPS) y
con mayor contenido proteico (CPSP), y tras su posterior conservacion durante 135 dias a temperatura ambiente (20 — 25°C).

Formulaciones de

Parametros evaluados !

Caldos'
Dia AGL* Indice de TBARs SF3/Flaq  SF3/F1org & Forg/Faq
peroxido
CPS  Sin tratar 0 3,92X+0,74  0275+0,16 085 +£0,04  7,54X+0,76  1,755£0,09  0,24X+0,03
UHT 0 3,90+£0,63 0294007 0904009  7,93X£0,55  1,88X+0,11  0,24%X+0,02
UHPH75°C 0 346X+ 044 022X£0,02  0,69%40,04  7,03X£131  1,97X+£0,12 0,285 + 0,04
45 3,724 0,14  0,42°+£0,11  099°+0,09  29,066£120  327°%0,56 0,112+ 0,02
90 406°+0,90  044°+£0,13  0,77°+0,04 2340+ 1,46  4,60°+0,44 0,19° + 0,02
135 549v£0,30 0,610,005  0,71°£0,04 3131146  4,67°%0,36 0,152 40,01
UHPH 85°C 0 3,40%+£023  030%+001 0,78 £0,06 7,63X£0,57 249Y+032 033" +0,07
45 4294058  0,64°+0,09  1,06°:0,07  42,180+£271  326°%0,31 0,07% % 0,02
90 457041  0,70°+030  0,76°+£0,05  29,82°+ 181  4,67° %034 0,16+ 0,02
135 528°+1,19  091°£021  0,71°+0,04 3855+ 1,10  4,80°%0,60 0,132+ 0,02
CPSP  Sin tratar 0 2,750,017 027%+0,15  3,13*£0,12  10,71%+0,73  2,03*¥£056 0,195+ 0,02
UHPH 85°C 0 3,50%+0,19 039001  3.87V+£021 1023153  2,62X+£023 026" +0,02
45 32004021 039°+£0,05  441°£040  47,63°£221  5,59°+ 0,88 0,112+ 0,01
90 2,899+ 031  043°£0,05  438°+034 33750 +£1,81  4,10°+0,67 0,122+ 0,02
135 290°+052  037°+0,02  3,8224034 4478212  563°+0,5] 0,132+ 0,01

AGL (Acidos grasos libres, g AGL/100 g grasa), valor peroxido ( meq de Ox/kg grasa), TBA (sustancias reactiva con 4cido tiobarbitarico, mg de malondialdehido/L de

caldo), 8Faq (cambio de fluorescencia en fase acuosa), dForg (cambio de fluorescencia en fase organica).

"Media + desviacion estandar de tres replicados analiticos
*¢: Diferentes superindices en la misma columna de datos indican diferencias significativas (P <0,05) durante el almacenaje
X°Z diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos al dia 0.

118



6.2.6 Estabilidad fisica de los caldos de pescado

6.2.6.1 Estabilidad coloidal

En el caldo de pescado coexisten un gran numero de particulas diferentes, por lo que su
estabilidad durante la vida util se vera condicionada por la interaccion entre estas particulas.
La baja relacion entre el contenido en grasa y proteina y la baja densidad del producto
favoreceran la migracion de estas particulas hacia la superficie o base del envase, por lo que
es frecuente observar en estos caldos la aparicion de dos fendomenos de desestabilizacion
coloidal principales: la sedimentacion y el cremado de las particulas en suspension. Por todo
ello, es importante para la industria optimizar la estabilidad coloidal de estos productos
después de su elaboracion y durante su vida comercial, para satisfacer la demanda de un

consumidor.

El estudio de la distribucion del tamafo de particula de los caldos de pescado obtenidos tras el
momento de produccion del caldo de pescado estandar (CPS) tras los tratamientos UHPH a
300 MPa con temperaturas de entrada T, de 75 y 85 °C y UHT, asi como de los caldos con
mayor contenido en proteinas (CPSP) tratado con UHPH a T, de 85 °C se realiz6é mediante el
analisis de las curvas de distribucion de tamafio de particula y la evaluacion de los parametros

D s0, Doo, d32'y d43, que se presentan en la Figura 6.3 y la Tabla 6.6.

El caldo estandar-CPS tratados con UHPH a ambas temperaturas de entrada presentaron la
distribucion polidispersa, de tipo bimodal con un pico principal entre 0 y 7 um de didmetro, en
el que se concentraron el 90% de particulas, llegando a un maximo en el didmetro de particula
de entre 11y 22 um, aprecidndose un desplazamiento de la curva hacia la izquierda, con una
fraccion importante de particulas entre 0 y 0,5 um. En los caldos tratados por UHT y en el
caldo CPS sin tratar, la curva tuvo un aspecto monomodal, con un pico principal que oscil6 0
y 14 um, en el que se concentraron el 90% de particulas. En el caso del caldo tratado por UHT
también se observé un cierto desplazamiento hacia la izquierda, que no fue tan evidente en los
caldos de pescado sin tratar. En ambos casos, el volumen de particulas bajo un mismo diametro
medio fue mayor, con una cola de picos minoritarios compuesto por particulas de mayor
didmetro, debido a la formacion de agregados de particulas con mayor variabilidad de tamaios,

y que se comentara en el parametro dys.

En los caldos con mayor contenido en proteina, se evidenci6 el efecto del tratamiento UHPH
en el tamafo de particula, con un comportamiento practicamente monomodal con una curva

baja y ancha, cuyo pico principal de 0 y 9 um en el que concentraron el 90% de particulas,
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mientras que en el caldo sin tratar se apreciaron dos picos, concentrandose en el 90% de las
particulas, aquellas con un tamafio inferior a 24 pm. En ambos casos, una fraccion de las
particulas llegaron a tener un tamafio superior a 100 pm, siendo mas notable en el caldo CPSP
sin tratar en los que la formacion de agregados proteicos (d43) fueron considerables, mientras
que en el tratado UHPH present6 una cola de picos minoritarios compuesto por particulas de

mayor didmetro.
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Figura 6.3. Distribucion del tamaio de particulas de caldos de pescado estandar CPS (A) sin tratar y tratados por
UHPH a To= 75y 85 °C y tratado por UHT, (B) caldo de pescado con mayor contenido en proteina sin tratar y
tratado UHPH a To= 85 °C.

Si bien no se apreciaron diferencias en los diferentes parametros entre el caldo CSP sin tratar
y los tratados por UHT, en los caldos tratados por UHPH disminuyeron significativamente (p

<0,05) los valores correspondientes a cada uno de los pardmetros Dso, Doo, d32 y da3, (Tabla

6.6). En el caldo de pescado estandar los valores de los parametros Dso y Doo fueron de ~ 3,5 y
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~ 14 um de diametro, mientras que en los caldos tratados por UHPH no superaron los valores
de 4,45 pm y 7 um, respectivamente. En los caldos con mayor contenido en proteina (CPSP) se
observo el mismo efecto, con valores de los pardmetros Dso y Doo de ~ 4,2 y ~ 24 um de
diametro, mientras que en los caldos tratados por UHPH no superaron los valores de 2,6 pum y
9,5 um, respectivamente, hecho que se reflejo en el valor ds3 muy elevado asociado a una
agregacion de las particulas. Este hecho, se reflejo en la evolucion de los diferentes parametros
durante su conservacion a temperatura ambiente, asi, mientras que en los caldos CSP tratados
a 75y 85 °C se aprecio una cierta desestabilizacion, observando un ligero incremento en todos
los parametros Dso, Doo, d32 y d43, asemejandose a los obtenidos en el caldo UHT, y a los del
caldo sin tratar, a excepcion del valor Dgo. En los caldos de pescado CPSP la desestabilizacion
se aprecio ya en el dia 45. Los valores en los diferentes parametros Dso, Doo, d32 y da3
aumentaron de forma significativa con relacion a aquellos obtenidos en el dia 0 e incluso con
respecto al caldo sin tratar. Los resultados del caldo CSP tratado por UHPH son relativamente
similares a los obtenidos por Poliseli-Scopel et al (2014) en licuado de soja. En cambio, en los
caldos CPSP, aunque tras el tratamiento UHPH se mejoraron sus caracteristicas coloidales, al
afiadir proteinas desnaturalizadas del pescado cocido previamente, durante el periodo de
conservacion y posiblemente debido a nuevas interacciones entre la proteina y las demas
particulas en suspension del producto se formaron agregados de particulas (Codina-Torrella et

al., 2018; Poliseli-Scopel et al., 2012, 2014).
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Tabla 6.6. Evaluacion de los parametros de tamafio de particula (um) en caldo de pescado
estandar (CPS) tratado mediante UHPH a temperaturas de entradaa 75y 85 °C y UHT y en
caldos de pescado con mayor contenido en proteina (CPSP) tratado con UHPH a 85 °C

Formulaciones de Caldos

Parametros evaluados (um)'

Dia dys ds > Dso Dy
Sin tratar 0 5,68"+0,18 1,082 + 0,45 3,87%+ 0,39 14,079 + 1,23
UHT 0 4,73% +0,14 1,03% + 0,48 2,84 £ 0,59 12,42 ¥ + (0,58
0 3,27+ 0,60 0,83 +£0,18 2,66+ 0,41 7,15%+ 1,35
4 25% 11 1,06+ 0,1 132+ 0.04 1°+0.11
UHPH 75 °C 5 525 39 ,06*+ 0,15 3,13+ 0,04 8,5 0,
CPS 90  5,63*+0,82 1,22*+ 0,41 4,02+ 1,06 11,08 +2,02
135 4,42%+ 0,23 1,04*+ 0,21 3,29%+ 0,21 9.23°+0,16
0 3,22%+ 0,55 0,73+ 0,09 2,41°*+ 0,36 6,86+ 0,69
45  533*+1,75 0,90°+ 0,16 3,21%+0,77 10,26+ 2,43
UHPH 85 °C . . .
90  5,86°+ 1,56 0,95+ 0,02 3,55+ 0,21 11,88+ 1,08
135 5,58+ 0,50 0,87+ 0,21 3,54°+ 0,54 11,09+ 1,20
0 o o 419 + oy
- 11,29 % + 1,01 1,10 +0,14 0.44 24319 +3,14
CPSP 0 5,11%+0,59 0,83+ 0,10 2,56%+ 0,41 9,30+ 1,50
45 1437°+0,57 2.23b°+ 0,30 3,40+ 0,72 24,35°+6,35
UHPH85°C oy 143354 066 249"+ 0,10 3200+ 0,67 25.43°+ 430
135 14,02°+1,53 2,55+ 0,37 3,32°+ 0,66 25,85°+2,54

' Media + desviacion estandar de tres replicados analiticos.
d: Diferentes superindices en la misma columna de datos indican diferencias significativas (P <0,05) durante el

almacenaje.

** diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos

enel dia 0.

La Figura 6.4 muestran los resultados obtenidos mediante el equipo Turbiscan ™M

, sobre la

evolucion de la estabilidad coloidal de los caldos de pescado. En todos los casos, se tomaron

como referencia las medidas de estabilidad realizadas a dia 5, después de depositar la

muestra de producto en el vial de analisis. Las muestras tratadas con UHPH se conservaron

a temperatura ambiente y las no tratadas a temperaturas de refrigeracion. En las mediciones

realizadas por el equipo, y en comparacion con la medida de referencia, la sefal de

Backscattering (BS) aumenta de manera directamente proporcional a la concentracion de

particulas en cada zona del vial de andlisis. Una disminucién de esta sefal indicara una

clarificacion de la zona en cuestion, principalmente debido a la migracion de las particulas

en suspension hacia otra parte del vial. La variacion en la concentracion inicial de particulas,




en cada extremo inferior o superior del vial de andlisis, se corresponde con la parte izquierda
los fenémenos de sedimentacion y la derecha de cremado.

Como se puede observar, y coincidiendo con los resultados de distribucion de particula, en
los caldos de pescado CSP no se aprecia la formaciéon de sedimentos, por el contrario, se
observa a lo largo del tiempo una disminucion de la sefial BS en la base (zona izquierda del
vial) debido a la clarificacion del producto en esta zona. En la parte central del vial se
observo un aumento de la concentracion inicial de las particulas, y en el lado derecho una
migracion simultdnea de las particulas relacionada con el fendmeno de cremado (Figuras
6.4B y 6.4C). Sin embargo, en el CPS sin tratar con una vida util de ~ 3 dias, la
sedimentacion y cremado fueron evidentes (Figura 6.4A) En estos caldos se aprecid su
inestabilidad fisica por la aparicion de una clarificacion en el producto con valores de BS
negativos a lo largo del vial (parte central), con el valor méximo de ~ - 8 % ABS (Figura
6.4A). Al final del periodo de almacenamiento de 3 y 135 dias (CPS sin tratar y CPS-
UHPH), el incremento de la sefial de BS correspondientes a la capa de cremado fue ~ 47 %
y 67%, respectivamente. Sin embargo, en las muestras de caldo CPSP sin tratar y UHPH se
observo la formacion de sedimentos y cremado (6.4 D y 6.4E). Con una senal de BS de ~
65 y 35% en la sedimentacion y, ~ 50 y 44 % para la formacion de cremado al final del
periodo de conservacion de 3 y 135 dias, respectivamente. Lo que demuestra que el

tratamiento UHPH aumento la estabilizacion tanto de los caldos de CPS y CPSP.
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Figura 6.4. Variacion en el porcentaje de luz difractada (o Backscattering) de caldos de pescado almacenados a
temperatura ambiente (20-25 °C). (A) CPS caldo de pescado estandar sin tratar, (B) CPS-UHPH tratado por ultra

alta presion de homogenizacion To=75, (C) CPS-UHPH tratado por ultra alta presion de homogenizacion To=85

°C, (D) CPSP caldo de pescado con incremento proteico sin tratar 2, (E) CPSP-UHPH caldo de pescado con

incremento proteico tratado To= 85 °C.
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Los resultados observados anteriormente, se ratifican al evaluar el parametro de indice de

estabilidad (TSI), en el que se observa que el caldo de pescado con mayor contenido en

proteina (CPSP) fue el mas inestable en los tres puntos de vial (superior, medio e inferior),

seguido del caldo CPSP tratado por UHPH a To= 85 °C, especialmente en la parte superior

(cremado) e inferior (sedimentacion). En el resto de los caldos, el que presentd una mejor

estabilidad especialmente con relacion a la sedimentacién

fue el caldo CPS tratado por

UHPH a 85 °C posiblemente debido a que se produjo una mayor solubilizaciéon de las

proteinas (Figura 6.5).
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Figura 6.5. Indice de estabilidad del Turbiscan (TSI) de caldos de pescado. (X) Caldo de pescado estandar sin
tratar CPS, (* ) CPS-UHPH 75 °C, (A) CPS-UHPH 85 °C, (@) caldo con incremento proteico sin tratar CPSP,
(M) CPSP-UHPH 85. (A) Parte inferior del envase. (B) Parte superior del envase. (C) Estabilidad general de las

muestras
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6.2.6.2 Color

Con relacion a los parametros del color, en la Tabla 6.7. se muestran los valores de las
coordenadas triestimulo, L*, a*, b* referentes al espacio de color CIELAB obtenidos en el
caldo de pescado estandar (CPS) y con mayor contenido proteico (CPSP) y tras los tratamientos
UHPH a diferentes temperaturas de entrada, 75 y/o 85 °C. Los resultados obtenidos fueron
significativamente diferentes entre el caldo CPS y el CPSP, mostrando valores superiores en
las diferentes coordenadas en los caldos con mayor contenido en proteina (p < 0.05). La mayor
luminosidad (L"), la mayor tendencia al rojo (a*) y al amarillo (b") observada en el caldo con
mayor contenido en proteina, se puede asociar a la presencia de mayor contenido en proteina
del propio pescado, especialmente en el valor L*, y como se comentd a la adicion de vegetales
cocidos, como la zanahoria con compuestos coloreados como sustancias carotenoides, que se

reflejarian en los valores a” y b”.

En el caldo de pescado estandar (CPS), ademas, se observaron valores muy diferentes a los
obtenidos en el estudio preliminar del Capitulo 5, que se refleja en un valor AE* superior, lo
que demuestra que, a pesar de aplicar el mismo procedimiento en la elaboracion del caldo, sus
caracteristicas se ven condicionadas por las materias primas utilizadas. En cualquier caso, tras
el tratamiento UHPH se confirman los resultados obtenidos en el estudio preliminar del efecto
de la UHPH en el caldo de pescado estandar, en el que se apreci6 que la luminosidad aument6
de forma significativa, mientras que el valor a* (perdida de tonalidad roja) y b (pérdida de
tonalidad amarilla hacia el verde) disminuyeron (p > 0,05). Por otra parte, en el caso del caldo
de pescado UHT, respecto al caldo no tratado se mantuvieron las caracteristicas en el color rojo
y amarillo, y por el efecto de la homogeneizacion al igual que en los tratados mediante UHPH
se incremento su luminosidad, incluso mas que en los tratados UHPH. En el caso del caldo con
mayor contenido en proteina (CPSP), el efecto no fue igual, siendo no estadisticamente
significativo el aumento en la luminosidad, aunque si y estadisticamente significativa la
disminucién del valor a” (rojo) y b*(amarillo). En los tres caldos, el valor AE* obtenido respecto
a la muestra sin tratar fue superior a 3, que podria detectarse por el ojo humano (AE*>3)
(Francis and Clydesdale, 1975), y que parcialmente puede observarse en la Figura 6.7 (b) en el
caldo CPSP.
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Tabla 6.7. Determinacion del color en caldos de pescado estandar (CPS) y con mayor
contenido en proteina (CPSP) tras la coccion y los tratamientos UHPH a 300 MPa a una
temperatura de entrada de 75 y/o 85 °C.

Formulaciones de Parametros determinados'
Caldos L* a* b* AE*3
CPS Sin tratar 64,79* + 1,90 1,64°+ 0,43 24,89 + 1,44
UHT 72,92¢+ 1,37 1,83°+ 0,41 26,82°+ 1,34 8,46° + 0,94

UHPH 75°C  68,66°+£1,51  -004°+£029  20,73°+252  6,29°+226
UHPH 85°C  68.61°+184  -011°£0,15  2077°+280  6,09"+2,38

CPSP  ¢in tratar 80,39°+£0,74  2,92°+0,15 37,019£2,8
UHPH 85 °C 81,93°+ 0,87 123°+0,34  3041°+1,76 7,06°+ 1,85

' Media + desviacion estandar de tres replicados analiticos
»d: Diferentes superindices (letras minusculas) en la misma columna de datos indican diferencias
significativas (P <0,05) entre los caldos.

La evolucion del color en cualquier producto durante la vida util es de especial relevancia,
ya que los posibles cambios pueden relacionarse con reacciones de degradacion. Al igual
que lo observado tras el tratamiento UHPH, se observaron diferencias en los tres parametros
L*, a*, b* (Figura 6.6) en funcion si se trataba del caldo de pescado estandar o con mayor

contenido en proteina.

La tendencia observada en los caldos de pescado estdndar, independientemente de la
temperatura de entrada, fue muy similar en los tres pardmetros analizados
independientemente de cudl fuera la temperatura de entrada 75 o 85 °C. Aunque, en los
primeros 45 dias, se produjo un ligero aumento en la luminosidad, finalmente no se
apreciaron diferencias en relacion con el dia 1 de tratamiento. En el valor a* aunque parece
que aumento su valor hacia el rojo, no se apreciaron diferencias estadisticas en su evolucion
durante su conservacién a temperatura ambiente. Sin embargo, si hubo un incremento

gradual, estadisticamente significativo (p < 0,05), hacia el amarillo.

En el caldo de pescado con mayor contenido en proteina, la tendencia de incremento en la
tonalidad roja y amarilla fue similar a la observada en el caldo de pescado estandar, aunque
en este caso, el valor a* alcanzd su maximo a los 90 dias para luego estabilizarse,
apreciandose diferencias estadisticas respecto al dia 1 tras el tratamiento, mientras en la
tonalidad amarilla el incremento fue gradual (p < 0,05). Por otra parte, el producto durante
su conservacion a temperatura ambiente perdi6 luminosidad, aunque de forma muy gradual

(P < 0,05).

127



En ambos caldos, en funcion de los tratamientos los valores del parametro AE* al final del
periodo de conservacion fue de 5,98 £+ 1, 24; 5,62 = 1,6; y 18,87 £+ 0,97, para los caldos
CPS-UHPH To= 75y 85 °C, y CPSP-UHPH To=85 °C, respectivamente, aprecidandose que

las diferencias son mas notables en el caldo de pescado con mayor contenido en proteina.

Durante la conservacion de ambos caldos, se produjeron cambios quimicos asociados a la
presencia de productos de pardeamiento no enzimatico, asi como de productos derivados de
la alteracion lipidica y proteica, que afectd considerablemente a los parametros de color,
especialmente del valor a* y b*, como ya se coment? en el apartado de degradacion lipidica.
Uno de los principales cambios observados como el aumento hacia el amarillo timbien fue
observado en pescaso cocinado al vacio durante su conservacion, asociandolo solo a la
acumulacion de compuestos coloreados generados por la descomposicion y polimeizacion
de los compuestos primarios de la oxidacion lipidica (Cropotova, Mozuraityte, Standal y

Rustad, 2019).
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Figura 6.6. Evaluacion de los parametros de color L*, a*, b* dentro del espacio CIELAB, para muestras de
caldo de pescado estandar (CPS) y con mayor contenido en proteinas (CPSP) tratadas por UHPH a temperaturas
de entrada de 75 y/o 85 °C.

El efecto de la UHPH en el color, especialmente en la luminosidad, pero también en los
parametros a” y b* depende mucho de la matriz, como ya se ha observado entre los caldos de
pescado con diferente contenido proteico. En el caso de la luminosidad tras el tratamiento
UHPH, se reafirman los resultados obtenidos en el estudio preliminar, con un aumento de este

valor, posiblemente debido al efecto de la homogenizacion del producto y al incremento de
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particulas de pequefio tamafio en suspension que comporta una mayor difraccion de la luz al
incidir en el producto, por lo que el valor de luminosidad de la muestra aumenta. Dicho
incremento también fue observado a 300 MPa a temperaturas de entrada de 75 y/o 85 °C en
leche y licuado de soja (Amador-Espejo et al., 2014; Poliseli Scopel, 2014). Al contrario de lo
obtenido en los caldos de pescado, la luminosidad durante el almacenamiento del licuado de
soja también aumentd, mientras que en dicho estudio los otros parametros permanecieron

estables en el tiempo (Poliseli Scopel, 2014).

6.2.7 Analisis sensorial

Se realizo un estudio comparativo de los tratamientos de UHPH y UHT realizando una prueba
de ordenacion segun la norma UNE-EN-ISO 8587:2010 (AENOR, 2010c¢). Quince catadores
recibieron tres muestras de caldo de pescado, 2 tratadas por UHPH a 300 MPa s T,de 75 y 85
°C y 1 muestra tratada por UHT. Se aplicoé el test de Friedman en la que se obtuvo
un F. calculado inferior al valor critico tabulado de 6,4 (Tabla 6.8), en la intensidad del,
olfato, sabor e impresion global de los caldos. Lo que significa que no se percibieron
diferencias sensoriales (p > 0,05) entre los tres caldos de pescado. No obstante, se observo
que los jueces mostraron cierta preferencia por el caldo de pescado tratado por UHPH a Ty de
85 °C.

Tabla 6.8. Ordenacion de los caldos elaborados con distinta cuantidad de la combinacion de
cabezas de rape y roca, en funcién de la aceptabilidad de la intensidad del sabor, olor y la

impresion global. La estadistica es la recomendada para el método de ordenacion con un disefio
de bloques completos.

Suma de ordenacién (R;) y Ordenacién MDS?

Caldo! / estadistica de los parametros Valor
Olor Sabor Impresion global  critico

CPS UHPH 75 °C 32,07 32,0° 31,5°

CPS UHPH 85 °C 32,07 33,5¢ 36,07

CPS UHT 27,0 24,5? 22,5%

F. 1,2 3,1 6,3 6,4

2MDS: Minima diferencia significativa; R;, suma de las respuestas individuales de los jueces
sFe El valor del  test de Friedman, calculado en analisis del olor, sabor, impresion global,
y el valor critico del test estipulado para riesgo de 0,05.
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7 CONCLUSIONES

1. En la comparacion del efecto de los procesos tecnolégicos en una matriz alimenticia
compleja, como el caldo de pescado, es de relevancia partir de un producto estandarizado
fisica, quimica y organolépticamente. Sin embargo, a pesar de que la elaboracion del
caldo de pescado se optimizd en base a criterios organolépticos, econémicos y de
sostenibilidad, la variabilidad asociada al producto, especialmente en el pescado de roca,
tuvo un ligero efecto en los cambios fisicos asociados al color y la estabilidad coloidal.
En este estudio la composicion optima del caldo con mejores caracteristicas
organolépticas, basado en su perfil olfato-gustativo, y mds econdémico contenia,
esencialmente, pescado en un 45% con cabeza de rape y pescado de roca en la misma
proporcion y vegetales en un 15,6 %.

2. La aplicacion de tratamientos de homogenizacion a ultra alta presion de 300 MPa con
una temperatura de entrada de entre 40 y 75 °C permiti6 la obtencion de un caldo de
pescado coloidalmente estable. Desde el punto de vista microbiologico, se consiguio su
estabilidad microbioldgica en los caldos de pescado que deben ser refrigerados cuando
se aplicaron tratamientos de 300 MPa a temperaturas de 55 y 65 °C, con un tiempo de
vida util igual o superior a 20 dias;

3. Con la aplicacion de los tratamientos de homogenizacion a ultra alta presion a 300 MPa
y temperaturas de entrada de 75 y 85 °C se consiguio la esterilizacion de los caldos de
pescado estandarizados con un 1% de proteina y los caldos con mayor contenido en
proteina con un 2%.

4. En términos de estabilidad quimica, los caldos de pescado tratados por UHPH fueron
similares desde el punto de vista nutricional al caldo de pescado sin tratar, incluyendo el
perfil de &cidos grasos, pudiendo calificar al caldo de pescado como fuente de acidos
polinsaturados, y al caldo al que se le adicion6 proteina de pescado del propio caldo se
denominaria con mayor contenido en proteina. En cuanto a la degradacion lipidica, los
caldos con mayor contenido en proteina fueron inicialmente mas susceptibles a la
oxidacion. Durante la conservacion de los caldos, la degradacion oxidativa se evidencid
con la formacion de compuestos fluorescentes en fraccion la acuosa.

5. Laestabilidad coloidal de los caldos de pescado estandar (CPS) tratados por UHPH a Ty
de 75 y 85 °C fueron estables durante la conservacion a temperatura ambiente. En estos
no se observaron fenémenos de desestabilizacion de sedimentacion, aunque si de un

cierto cremado. Sin embargo, en los caldos con mayo contenido en proteina (CPSP) la
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desestabilizacion fue notable tanto en lo fendmenos de sedimentacion como de cremado,
aunque en el tratado por UHPH a Ty de 85 °C fue menor.

6. No se observaron diferencias tras los tratamientos UHPH y UHT en los diferentes
parametros, incluso en el andlisis sensorial, excepto en la distribucion de particulas, por
lo que seria necesario realizar un estudio de vida 1til en caldo de pescado tratado por

UHT para confirmar estos resultados.
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