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Evolucion de las propiedades probidticas y antioxidantes de productos de manzana
liofilizada durante su almacenamiento

RESUMEN

Helicobacter pylori es una bacteria patdégena que causa graves problemas gdstricos a gran
parte de la poblacién mundial, especialmente en paises menos desarrollados. Los tratamientos
tradicionales a base de antibidticos tienen efectos secundarios y no son efectivos al 100%.
Estudios recientes demuestran que algunas cepas del género Lactobacillus son efectivas en el
tratamiento contra Helicobacter pylori, reduciendo la colonizacion de este patdgeno, lo que ha
promovido su incorporacién en la formulacién de determinados alimentos. Sin embargo, la
supervivencia de este microorganismo en alimentos es bastante limitada, especialmente si no
son de origen lacteo.

Este Trabajo de Final de Grado se plantea con el objeto de desarrollar un snack probiético
mediante impregnacidn a vacio con zumo de clementina inoculado con Lactobacillus salivarius
spp. salivarius y posterior liofilizacion. Para aumentar la viabilidad del probidtico durante el
procesado y almacenamiento del citado snack se propone la incorporacién de trehalosa al
liquido de impregnacidén antes de su inoculacion con el probidtico y/o la homogenizacion a
presion moderada tras su incubacién.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la liofilizacién es una técnica adecuada para la
estabilizacidn de laminas de manzana impregnadas con el microorganismo probidtico ya que, a
pesar de los dafios estructurales ocasionados por la congelacion y posterior sublimacién del
agua, tanto el recuento de viables como el contenido en compuestos con actividad
antioxidante se vio incrementado tras esta operacién de deshidratacién. Sin embargo, pese a
la baja actividad del agua alcanzada por las muestras al final del proceso, tanto la viabilidad del
probidtico como el contenido en flavonoides disminuyeron tras 30 dias de almacenamiento. En
cuanto a la composicion del liquido de impregnacidn, la adicion de un 10% de trehalosa en
peso y/o la homogeneizacion a 100 MPa aceleraron la pérdida de viabilidad del probidtico
pero retardaron la de flavonoides y promovieron un aumento en el contenido en fenoles y
antioxidantes totales. Finalmente, la liofilizacidn de las muestras impregnadas produjo los
cambios esperados en las propiedades dpticas y mecanicas, las cuales permanecieron mas o
menos estables hasta el final del almacenamiento.

Palabras clave: Trehalosa, homogeneizacién, Lactobacillus salivarius spp. salivarius,
impregnacion a vacio, liofilizacidn, antioxidantes.



Evolucié de les propietats probiotiques i antioxidants de productes de poma liofilitzada
durant el seu emmagatzemament

RESUM

Helicobacter pylori és un bacteri patogen que causa greus problemes gastrics a gran part de la
poblacié mundial, especialment en paisos menys desenvolupats. Els tractaments tradicionals a
base d’antibiotics tenen efectes secundaris i no son efectius al 100%. Estudis recents
demostren que alguns ceps del genere Lactobacillus sén efectives en el tractament contra
Helicobacter pylori, reduint la colonitzacié d’aquest patogen, la qual cosa ha promogut la seua
incorporacié en la formulacié de determinats aliments. No obstant aix0, la supervivéncia
d’este microorganisme en aliments és prou limitada, especialment si no sén d’origen lacti.

En aquest Treball de Fi de Grau es planteja amb I'objectiu de desenvolupar un snack probiotic
per mitja de la tecnica d’impregnacié al buit amb suc de clementina inoculat amb
Lactobacillus salivarius spp. salivarius i posterior liofilitzacid. Per tal d’augmentar la viabilitat
del probiotic durant el processat i emmagatzematge de I'esmentat snack es proposa la
incorporacié de trehalosa al liquid d’'impregnacié abans de la seua inoculacié amb el probiotic
i/o 'homogeneitzacio a pressié moderada després de la seua incubacid.

D’acord amb els resultats obtinguts, la liofilitzacié és una técnica adequada per a
I’estabilitzacié de lamines de poma impregnades amb el microorganisme probiotic ja que, a
pesar dels danys estructurals ocasionats per la congelacidé i posterior sublimacié de I'aigua,
tant el recompte de viables com el contingut en compostos amb activitat antioxidant es va
veure incrementat després d’aquesta operacié de deshidratacid. No obstant aix0, a pesar de la
baixa activitat de I'aigua aconseguida per les mostres al final del procés, tant la viabilitat del
probidtic com el contingut en flavonoides van disminuir després de 30 dies
d’emmagatzematge. Pel que fa a la composicié del liquid d’'impregnacid, I'addicié d’un 10% de
trehalosa en pes i/o ’'homogeneitzacié a 100 MPa van accelerar la pérdua de viabilitat del
probiodtic pero van retardar la de flavonoides i van promoure un augment en el contingut en
fenols i antioxidants totals. Finalment, la liofilitzacié de les mostres impregnades va produir els
canvis esperats en les propietats optiques i mecaniques, les quals van romandre més o menys
estables fins al final de 'emmagatzematge.

Paraules clau: Trehalosa, homogeneitzacid, Lactobacillus salivarius spp. salivarius, impregnacio
al buit, liofilitzacid, antioxidants.



Evolution of the antioxidant and probiotic properties of freeze dried apple during storage

ABSTRACT

Helicobacter pylori is a pathogenic bacterium that causes severe gastric problems to a large
part of the world’s population, especially in less developed countries. Traditional treatments
based on antibiotics have side effects and are not 100% effective. Recent studies show that
some strains of the Lactobacillus genus are effective in the treatment against Helicobacter
pylori, reducing the colonization of this pathogen, which has promoted the incorporation of
Lactobacillus in the formulation of certain foods. However, the survival of this microorganism
in food is rather limited, especially in not dairy products.

The aim of this Final Degree Project is to develop a probiotic apple snack by vacuum
impregnation with different clementine juices inoculated with Lactobacillus salivarius spp.
salivarius and subsequent freeze drying. In order to increase the viability of the probiotic
during the snack manufacture and storage, it is suggested to add trehalose to the juice
formulation before its inoculation with the probiotic and-/-or to homogenizate the juice under
moderate pressure after its incubation.

According to the results obtained, freeze drying is a suitable technique for the stabilization of
impregnated apple slices with the probiotic microorganism because, in spite of the structural
damages caused by the freezing and following sublimation of the frozen water, both the count
of viable cells and the content of compounds with antioxidant activity increased after this
dehydration operation. However, despite the low water activity reached by the samples at the
end of the process, both the viability of the probiotic and the flavonoid content decreased
after 30 days of storage. As for the composition of the impregnation liquid, the addition of 10%
of trehalose by weight and/or the homogenization at 100 MPa accelerated the loss of probiotic
viability but delayed flavonoids degradation and promoted an increase in the amount of both
phenols and total antioxidants. Finally, freeze drying of the impregnated samples caused the
expected changes in the optical and mechanical properties, which remained more or less
stable until the end of storage.

Key words: Trehalose, homogenization, Lactobacillus salivarius spp. Salivarius, vacuum
impregnation, lyophilisation, antioxidants.
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1.1. Helicobacter pylori

Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, curvada que mide 2-3 nm de longitud y 0,5-
1.0 nm de diametro y que posee seis flagelos unipolares cubiertos con una membrana y con
terminacion bulbar. Es una bacteria microaréfila que coloniza la mucosa gastrica y provoca la
gastritis crdénica.

Fue redescubierta a partir de biopsias gastricas y posterior aislamiento por dos investigadores
australianos, Warren y Marshall en 1984. Se trata de uno de los patégenos gastrointestinales
mas comunes en humanos, que afecta al menos al 50% de la poblacion (Taylor & Blaser,
1991). La infeccidn suele aparecer en la infancia. La bacteria coloniza la mucosa gastrica,
causando una gastritis que puede progresar a gastritis crénica, Ulcera péptica, Ulcera de
duodeno y en algunos casos cancer gastrico. (Parsonnet, 1998).

Actualmente, para su erradicacidon se aplica un tratamiento durante 7-14 dias con dos o tres
antibidticos (amoxicilina, tetraciclina, claritromicina o metronidazol) y un inhibidor de la
bomba de protones (omeoprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol o esomeprazol) o un
antagonista de los receptores H2 (ranitidina, cimetidina, famotidina o nizatidina). Aunque este
tratamiento es efectivo en el 85% de los casos (Graham y Yamaoka, 2000), puede fallar por la
aparicion de resistencia o intolerancia de los pacientes a los antimicrobianos (Lopes et al.,
2014).

Como alternativa al tratamiento tradicional con antibidticos, se han desarrollado diversos
estudios clinicos y modelos in vitro que demuestran que la asociacion de bacterias del género
Lactobacillus con antibidticos para el tratamiento de Helicobacter pylori ejercen un efecto
antagonista frente a este microorganismo y reduce los sintomas de intolerancia digestiva
debidos a los antibidticos (Hamilton-Miller, 2003). EI mecanismo de accion de los probidticos
es bastante complejo, ejerciendo accion directa e indirecta sobre la bacteria Helicobacter
pylori, 1a flora intestinal, asi como sobre la mucosa y la respuesta inmunoldgica del huésped
(Boirivant et al., 2007; Bortoli et al., 2007).

A nivel de laboratorio se ha demostrado que Lactobacillus acidophilus es capaz de amortiguar
las reacciones metabdlicas desencadenadas por este patdgeno y que estimulan la formacion
de precursores de la respuesta pro-inflamatoria (Yang et al., 2012). Los lactobacilos pueden
atenuar la hipoclorhidria asociada a la infeccién por Helicobacter pylori, mediante la secrecidn
de acido lactico. De esta forma se restaura el pH luminal como mecanismo géstrico de defensa
y se induce a la produccién de prostaglandinas enddgenas protectoras de la mucosa gastrica
debido a la alta concentracion de acido lactico en el estémago (Cats et al., 2003; Sgouras et al.,
2004; Sykora et al., 2005; Uchida et al., 2004). Finalmente, se ha observado que ciertos
lactobacilos (en especial, Lactobacillus salivarius spp. salivarius y Lactobacillus acidophilus) son
resistentes al pH gdstrico, pudiendo residir en el estdmago humano de manera transitoria
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(Marteau et al.,, 1997), compitiendo por los sitios de unidn al huésped e inhibiendo la
colonizacion por Helicobacter pylori.

1.2. Probidticos

El término probiétio fue usado por primera vez por Lilly y Stillwell en 1965 para describir
sustancias secretadas por un microorganismo que estimulan el crecimiento de otros
microorganismos. Posteriormente, Fuller (1989) lo definié como microorganismos incluidos en
productos dietéticos que contribuyen al balance microbiano intestinal (Lépez-Brea y Domingo,
2007). En 2001, la Organizacidon Mundial de la Salud lo redefinié como microorganismos vivos
que, consumidos en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del
hospedador (FAO/OMS, 2001; Lopez-Brea y Domingo, 2007). Segun algunos autores es
imprescindible ingerir una cantidad diaria de 10’-10% UFC para que un probidtico mantenga su
funcidén, y que si es menor, este es incapaz de ejercer su beneficio sobre la salud (Gémez, Nova
y Marcos).

Los microorganismos probidticos deberan ser resistentes a los jugos gastricos y poder crecer
en presencia de bilis, en las condiciones existentes en los intestinos, o ser consumido en un
alimento que, actuando como vehiculo, les permita sobrevivir al paso del estdmago y a la
exposicién a la bilis. Son bacterias grampositivas pertenecientes generalmente a los géneros,
Lactobacillus vy Bifidobacterium (Holzapel et al.,, 1998; Klein et al, 1998). Estos
microorganismos han sido reconocidos como organismos GRAS (Generally Regarded As Safe).
(Suarez, 2013). El 6ptimo para su crecimiento es una temperatura de 35—-40 °Cy un pH de 4,5
- 6,4 (Shah, 2007).

*»* Lactobacillus: bacilos gran positivos con pared celular gruesa, los cuales podemos
encontrar tanto de metabolismo heterofermentativas como homofermentativas,
siendo el 4cido lactico el producto que obtienen a partir de carbohidratos
(Euzeby,2013).

Bifidobacteriurm: bacilos gran positivos en forma de V o Y (Euzeby, 2013)

X3

%

homofermentativos, inmdviles, incapaces de formar esporas. Son organismos clave en
el intestino de animales y humanos, asociados al mantenimiento del balance
microbiano (Pokusaeva et al., 2011).

1.2.1 Efectos beneficiosos del consumo de probidticos y valor terapéutico

Son varios los beneficios asociados a la ingesta de porbidticos, entre los cuales cabe
destacar los siguientes:

e Tratamiento de los problemas digestivos: los probidticos han sido usados para

restablecer la flora intestinal normal durante la terapia con antibidticos, ademds de
reducir la incidencia de la diarrea aguda causada por la infeccién por rotavirus
(Saavedra et al., 1994). También se ha demostrado la eficacia de los probidticos en
combinacion con tratamientos médicos para el tratamiento de Ulcera péptica causada
por Helicobacter pylori (Hamilton-Miller, 2003).

e Modulacién del sistema inmunoldgico: estudios han demostrado que los probidticos

de las cepas Bifidobacterium y Lactobacillus rhamnosus son capaces de activar los
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macréfagos y linfocitos mejorando los niveles de inmunoglobulina (Gupta y Garg,
20009).
Reduccidn de cancer de colon: estudios del uso de probidticos han demostrado efectos

antimicrobianos contra microorganismos productores de carcindgenos, propiedades
antimutagénicas y alteracion de los procesos de diferenciacidon celular en tumores
(Liong, 2008). Cambios en la dieta, incluyendo el consumo de probidticos han sido
recomendados para aumentar el sistema inmunolégico (Davis y Milner, 2009).

Intolerancia_a la lactosa: se ha demostrado que bacteria que contienen pB-

galactosidasa, ayudan aliviar los problemas de digestién de la lactosa (Kim y Gilliland,
1983). Ademas algunos probidticos (L. delbrueckii. ssp. bulgaricus y S. thermophilus)
indicadoras de la fermentacidon de lactosa también tienen efectos positivos para la
digestion de la lactosa (Kim y Gilliland, 1984; Kolars et al., 1984).

Disminucién del colesterol: algunos estudios ponen de manifiesto que ciertos

probidticos (Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium) disminuyen el nivel de
colesterol y lipoproteinas de baja densidad (Ooi y Liong, 2010).
Enfermedades cardiovasculares: hay indicios que la utilizacién de probidticos podria

conferir beneficios al corazén, como la prevenciéon y terapias de cardiopatias
isqguémicas (Oxman et al., 2001).
Infecciones del aparato urinario: hay estudios que relacionan la ingesta de probidticos

de las cepas Lactobacillus, con un restablecimiento de la flora vaginal, dominada por
lactobacilus y con consiguiente reduccion del riesgo de reaparicién de enfermedades
del aparato urinario (Reid et al., 2001b).

Hasta el momento, la forma mas habitual de ingerir los microorganismos probidticos
es a través de alimentos, tales como los productos lacteos (los microorganismos se
encuentran vivos pero en menor concentracion), o de suplementos dietéticos o
preparados farmacéuticos liofilizados (los microorganismos se encuentran en elevada
concentracién pero generalmente inactivos) (Sanders, 1999 y Ouwerhand, 2002).
Existe un interés creciente en el desarrollo de alimentos probidticos no lacteos debido
a problemas como la intolerancia a la lactosa y el elevado contenido en colesterol que
presentan los productos fermentados (Heenan et al., 2004). Los avances tecnoldgicos
han permitido alterar caracteristicas estructurales de las matrices de frutas y hortalizas
mediante la modificacién de algunos componentes de los alimentos de forma
controlada (Betoret et al, 2003). A continuacidn se detallan algunos de los alimentos
con efecto probidtico.

1.1.2. Alimentos probidticos

Leches fermentadas: son alimentos obtenidos por coagulacion y disminucién del pH

de la leche por fermentacidn lactica, por medio de microorganismos especificos.
Dentro de este tipo, la normativa diferencia entre dos tipos: por un lado el yogur, el
cual su fermentacién se lleva a cabo mediante la incorporacion de microorganismos
tales como Lactobacillus delbrueckii y Streptococcus thermophilus y por otro lado las
leches fermentadas que utiliza otros cultivos tales como Bifidobacterium spp., L.
acidophilus, L. casei etc. Los yogures pasteurizados, incluidos actualmente en el
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termino yogur, al ser sometidos a proceso de pasteurizacién pierden la flora lactica 'y
por tanto sus efectos beneficiosos atribuidos a las bacterias viables (Sanz et al,.
2003).

e Zumos: como alternativa a los productos lacteos, los cuales no pueden ser ingeridos
por toda la poblacidon, hay un interés por el desarrollo de zumos de frutas o bebidas
funcionales con probiéticos que son atractivos para todo tipo de edades (Tuorila and
Cardello, 2002; Yoon et al., 2004; Sheehan et al., 2007). Se han encontrado cepas de
Lactobacillus capaces de crecer en matrices de frutas (Salminen and Von Wrigh,
1993). La viabilidad celular depende de la cepa utilizada, las caracteristicas del
sustrato, el contenido en oxigeno y la acidez final del producto (Shah, 2001).
Lactobacillus y Bifidobacterium son capaces de sobrevivir en zumo de naranja en
concentraciones superiores a 10’ UFC/mL , sin embargo después de aplicar un
tratamiento térmico y un tratamiento de altas presiones, la concentracién disminuye
a valores por debajo de 10° UFC/mL (Sheehan et al., 2007).

e Cereales: Los cereales son una fuente importante de proteinas, carbohidratos,
vitaminas, minerales y fibra (Chavan y Kadam, 1989). Estos pueden ser capaces de
estimular selectivamente el crecimiento de Lactobacillus y Bifidobacterium presente
en el colon, actuando como prebidticos (Andersson et al., 2001).

Otros alimentos como los helados, la carne, los quesos o los productos vegetales,
tales como frutas, también pueden influir en el crecimiento, la viabilidad y la
supervivencia, la tolerancia a los acidos y la bilis, y la diferente funcionalidad de los
probioticos, lo que determina su eficacia en el tracto gastrointestinal (Ranadheera et
al., 2010)

1.3.Técnicas de ingenieria empleadas en el desarrollo de alimentos
probidticos

A continuacion se detallan algunas técnicas de ingenieria empleadas en el presente estudio
con la finalidad de aumentar la supervivencia de los probidticos frente a las condiciones
adversas de procesado, almacenamiento y/o digestion.

1.3.1. Homogeneizacion a altas presiones

La homogenizacién es un proceso que se basa en hacer pasar un alimento fluido a través de
una valvula que ofrece resistencia, lo que permite obtener presiones elevadas. Hay estudios
que han aplicado esta nueva tecnologia para aumentar la supervivencia de cepas con efecto
probidtico o mejorar sus propiedades funcionales, aumento en la hidrofobicidad y, por tanto,
en su capacidad para adherirse a la mucina (Patrignani et al., 2009).

Las altas presiones de homogenizacién estdn cobrando gran importancia en la industria
alimentaria como alternativa a los tratamientos térmicos tradicionales, los cuales aunque
garantizan la seguridad microbiolégica también destruyen gran parte de los compuestos con
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actividad funcional (Gémez et al., 2011). Hay estudios que demuestran las ventajas de usar
presiones de homogenizacién sobre la estabilidad de los componentes bioactivos con efecto
antioxidante. En zumo de mandarina, la homogenizacién disminuye el tamano de las particulas
suspendidas, aumentando la estabilidad de la nube y, con ello, la disponibilidad de los
componentes activos con propiedades antioxidantes (Betoret et I, 2009; Betoret et al,,
2012b).

1.3.2. Impregnacion a vacio

La técnica de impregnacidn a vacio (V) de un producto poroso consiste en intercambiar el gas
interno o liquido ocluido en poros abiertos por una fase liquida externa, debido a la accién de
los mecanismos hidrodindmicos (HDM) promovidos por los cambios de presién (Fito, 1994;
Fito & Pastor, 1994). Esta operacién se lleva a cabo en dos etapas. En una primera etapa, la
presion de vacio (50-100 mbar) se impone en el sistema durante un corto tiempo en el tanque
cerrado, promoviendo asi la expansion y el flujo de salida del gas interno del producto. En la
segunda etapa, la presién atmosférica se restablece durante un tiempo y la compresion
conduce a una gran reduccién de volumen del gas restante en los poros, y por lo tanto al flujo
subsecuente del liquido externo hacia el interior de la estructura porosa.

La impregnacion a vacio puede permitirnos incorporar cualquier ingrediente, ya sean acidos,
conservantes, azucares, probidticos, etc. en un producto poroso para adaptar su composicion
a ciertos requisitos de calidad o estabilidad. En el caso de incorporar probidticos en la
estructura porosa de un tejido vegetal, es de esperar que éste le confiera cierta proteccion
frente a las condiciones adversas de procesado, almacenamiento y digestién. Puede
considerarse una herramienta para el desarrollo de nuevos productos de frutas o vegetales sin
alterar su estructura celular (Chiralt et al., 1999).

1.3.3. Trehalosa

La trehalosa es un disacarido no reductor compuesto por dos moléculas de glucosa (a-D-
glucopiranosil-(1,1)-a-D-glucopiranésido), el cual se encuentra presente en una amplia gama
de organismos, en los que actla como azucar de reserva y como protector frente al estrés
abidtico. La trehalosa posee amplias aplicaciones biotecnoldgicas ya que protege proteinas y
membranas biolédgicas, lo que permite su uso como preservador de alimentos, enzimas,
vacunas, células, tejidos y érganos, ademas de su empleo como sustitutivo de la sacarosa en
productos de panaderia y bolleria (Ohtake y Wang, 2011). En la proteccidn de las proteinas, la
trehalosa forma una capsula a alrededor de las mismas y preserva su estructura terciaria (Lins
et al., 2004). Se ha demostrado el efecto crioprotector de la trehalosa durante la congelacidn y
posterior liofilizacién de cepas de Lactobacillus acidophilus (Conrad et al., 2000). Es de esperar,
por tanto, que la adicién de trehalosa a la formulacion del liquido de impregnacion aumente la
supervivencia del probidtico a las condiciones adversas de procesado y almacenamiento.
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El objetivo principal de este trabajo Final de Grado consiste en mejorar la funcionalidad de un

snack prébiotico a base de manzana obtenido mediante impregnacién a vacio con zumo de

clementina inoculado con Lactobacillus salivarius spp. salivarius CECT 4063 y posterior

liofilizacion. Para conseguir este objetivo principal, se plantean los siguientes objetivos

especificos:

2.1

2.2.

2.3.

Evaluar el efecto que la adicion de un 10% en peso de trehalosa al liquido de
impregnacion antes de su inoculacion y la homogenizacion del mismo a 100 MPa una
vez inoculado ejercen sobre el contenido probidtico, las propiedades antioxidantes, el
color y la textura de muestras de manzana impregnadas.

Evaluar el efecto que la adicion de un 10% en peso de trehalosa al liquido de
impregnacion antes de su inoculacion y la homogenizacién del mismo a 100 MPa una
vez inoculado ejercen sobre el contenido probiédtico, las propiedades antioxidantes, el
color y la textura de muestras de manzana impregnadas y liofilizadas.

Evaluar el efecto que la adicion de un 10% en peso de trehalosa al liquido de
impregnacion antes de su inoculacion y la homogenizacién del mismo a 100 MPa una
vez inoculado ejercen sobre el contenido probidtico, las propiedades antioxidantes, el
color y la textura de muestras de manzana impregnadas, liofilizadas y almacenadas
durante 30 dias.

A continuacién, se detalla el plan de trabajo planteado para la consecucion de los objetivos

comentados:

Formulacion de los liquidos de impregnacion y preparacién de las laminas de manzana.
Impregnacion a vacio de las l[dminas de manzana y andlisis de las muestras
impregnadas.

Estabilizacion de las muestras impregnadas mediante congelacién y posterior
liofilizacidn.

Analisis de las muestras liofilizadas y almacenamiento durante 30 dias en condiciones
adecuadas.

Analisis de las muestras almacenadas a diferentes tiempos a lo largo de los 30 dias de
almacenamiento.

Tratamiento y discusion de los datos obtenidos experimentalmente.
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3.1. Materias primas

Para llevar a cabo el estudio, se utilizaron manzanas de la variedad Granny Smith, cortadas en
[dminas de 5 mm de espesor y 20 y 65 mm de didmetro interno y externo respectivamente.

El liquido para la impregnacidn se elabord a partir de zumo de clementina comercial (marca
Hacendado) con o sin un 10% de trehalosa en peso, de grado alimentario, obtenida a partir de
almiddén de tapioca (TREHA ™ Cargill, S.L.U, Barcelona).

Como microorganismo probidtico para este estudio se empled la cepa probidtica CECT 4063 de
Lactobacillus salivarius spp. salivarius (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, Universidad de
Valencia, Burjassot, Valencia), seleccionado por sus efectos beneficiosos frente a la infeccidn
ocasionada por Helicobacter pylori, bacteria patdogena que causa graves problemas gastricos.
Para su reactivacion, las cepas liofilizadas y/o congeladas se resuspendieron en caldo MRS
estéril (Scharlau Chemie®, Barcelona, Espafia) y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Pasado este
tiempo, se sembraron 0,1 mL en la superficie de placas con agar MRS y se incubaron en estufa
a 37 °C durante 24 h. Tras un méaximo de una semana de almacenamiento a 4 °C, se recogio
con un asa de siembra la capa blanca crecida en la superficie de la placa con agar MRS, se
introdujo en un tubo con 9 mL de caldo MRS Broth previamente esterilizado y se volvid a
incubar con las condiciones anteriores (24 h a 37 °C). De esta forma se obtuvo el inéculo con
una concentracién de Lactobacillus salivarius spp. salivarius del orden de 7,7 + 0,9 x 10°
UFC/mL.

3.2. Preparacion de los liquidos de impregnacion

De acuerdo con el método descrito por (Betoret et al., 2012), para el correcto crecimiento del
probidtico en el zumo de clementina se adiciond extracto de levadura (5 g/L) y se elevd su pH
desde 3,7 hasta 6 mediante la adicién de bicarbonato de sodio (9,8 g/L). Ademas, en
determinados casos, se afiadié trehalosa (100 g/Kg) a la formulacidn del zumo. Para la correcta
disolucion de todos los ingredientes, la mezcla se realizd en agitacion a 200 rpm. A
continuacién, el liquido se inoculd con el caldo MRS Broth (4 mL/L) que contenia el
microorganismo crecido. Una vez inoculado, el liquido se incubd a 37 °C durante 24 h. Pasado
este tiempo, una parte del liquido se homogenizé a 100 MPa en un homogenizador de altas
presiones a escala de laboratorio (Panda Plus 2000, GEA-Niro Soavi, Parma, Italia) y el resto se
empleé directamente en la etapa de impregnacion a vacio. Se prepararon un total de cuatro
liguidos de impregnacion diferentes (tabla 3.1).

Tabla 3.1. Liquidos de impregnacién empleados en el estudio.

LiQUIDO DE IMPREGNACION  [TREHALOSA] (g/100g) PRESION (MPa)
0% _OMPa 0 0
0% _100MPa 0 100
10% _OMPa 10 0

10% _100MPa 10 100
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3.3. Metodologia experimental

A continuacién se describen las operaciones unitarias implicadas en el proceso de obtencién
de snacks de manzana con alto contenido en Lactobacillus salivarius spp. salivarius.

3.3.1. Impregnacidn a vacio

La impregnacidn a vacio se llevd a cabo en una cdmara de vacio (HERAEUS Vacuun Oven,
THERMO SCIENTIFIC), conectada a una bomba de vacio (ILMVAC, ALEMANIA). Para ello, las
rodajas de manzana se sumergieron en el liquido de impregnacién y se aplicé una presion de
vacio de 50 mbar durante 10 min. Transcurrido ese tiempo se rompio el vacio y se restauré la
presion atmosférica que se mantuvo durante otros 10 min mas.

3.3.2. Liofilizacion

En primer lugar, las muestras se mantuvieron durante 24 h en un congelador a -40 °C (Matek
modelo CVN-40/105). A continuacion, las muestras se introdujeron en un liofilizador a escala
de plata piloto (TELSTAR LIOALFA 6-80) donde permanecieron a -45 °C y una presién de vacio
de 0,1 mbar durante otras 24 h.

3.3.3. Almacenamiento

Las rodajas de manzana liofilizadas se almacenaron en bolsas herméticas y opacas en
condiciones de humedad relativa y temperatura controladas durante 30 dias. A diferentes
tiempos a lo largo del almacenamiento (7, 15, 21 y 30 dias) las muestras se analizaron en
términos de humedad, actividad del agua, textura, color, propiedades antioxidantes y
contenido probidtico.

3.4. Determinaciones analiticas

Todas las determinaciones analiticas descritas en este apartado se realizaron al menos por
triplicado sobre muestras de zumo y manzana en diferentes instantes a lo largo del proceso de
elaboraciéon de las mismas.

3.4.1. Actividad del agua

La actividad del agua se midié con un higrémetro de punto de rocio (Decagon Aqualab modelo
CX-2, con una precision de + 0,003) a 25 °C, previamente calibrado.
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3.4.2. Humedad

La humedad de las muestras de manzana se determind segln el método oficial 20.013 de la
AOAC (1980) para frutas ricas en azucar. El método consiste en cuantificar la pérdida de peso
que experimenta una cantidad conocida de muestra durante su secado en una estufa de vacio
(VACIOTEM-T J.P. SELECTA) a 60 °C y una presién de 200 mbar hasta alcanzar peso constante
(ecuacion 1).

_ M1-M2

Xp= ecuacion 1
M1-MoO

donde: MO = peso del crisol vacio (g), M1= peso del crisol con la muestra antes del secado en
estufa a 60 °C (g) y M2 = peso del crisol con la muestra después del secado en estufa a 60 °C

(8).

3.4.3. Propiedades mecdnicas

Las propiedades mecanicas se determinaron mediante ensayo de puncién con un
texturémetro TA- XT Plus (Stable Micro Systems).

El ensayo se llevd a cabo con una sonda cilindrica de acero inoxidable de 2 mm de diametro
gue recorrid una distancia de 10 mm hasta atravesar completamente la muestra. Las
condiciones del ensayo fueron una velocidad de avance de 2 mm/s, una fuerza de 0,04903 N y
una celda de carga de 50 Kg. A partir de las curvas fuerza-distancia proporcionadas por el
equipo se obtuvieron los valores de fuerza maxima (F..s, N) y distancia recorrida por el punzon
hasta alcanzar la fuerza maxima (dys, mm).

3.4.4. Propiedades dpticas

Las propiedades Opticas se midieron en un espectrocolorimetro (Minolta, CM-3600d) sobre
fondo negro, utilizando como iluminante D65 y como observador 10°. Las medidas de color se
expresaron como coordenadas CIE L*a*b donde L* es la medida de la luminosidad, a* es la
medida del contenido de color rojo o de verde y b* es la medida del contenido de color en
amarillo o azul. A partir de los resultados obtenidos, se calcularon las diferencias de color
experimentadas por las muestras de manzana liofilizada a lo largo del almacenamiento
(ecuacion 2).

AE = \/(L’Z — L1o)? + (a; —ajo)? + (b — bzp)? ecuacion 2

donde: L}, a;o Y bio son las coordenadas de color de las muestras de manzana impregnadas y
recién liofilizadas y L}, a; y bf son las coordenadas de color de las muestras de manzana
impregnadas, liofilizadas y almacenadas durante un tiempo t.

3.4.5. Propiedades antioxidantes

Las determinaciones se llevaron a cabo a partir de extractos de las muestras solidas, obtenidos
al mezclar una cantidad conocida de manzana (2 g para manzana fresca e impregnaday 0,35 g
para la manzana liofilizada) con 10 mL de una disolucion de metanol-agua en una relacion
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80:20 (v/v). Una vez en contacto las dos fases, la mezcla se trituré con un ULTRA-TURRAX T25
digital y se dejé 1 h en agitacién a 200 rpm y en ausencia de luz. Transcurrido este tiempo, las
muestras se centrifugaron a 10000 rpm durante 5 min, quedando la mayor parte de los
antioxidantes disueltos en el sobrenadante.

CONTENIDO EN FENOLES TOTALES

El contenido en fenoles totales se determind mediante el método del reactivo de Folin-
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965) basado en la medida a 760 nm de una intensidad de
coloracién azulada generada a partir de la reacciéon a pH basico de los compuestos fendlicos
presentes en los extractos al entrar en contacto con el reactivo. La reaccién se llevé a cabo
mezclando en las cubetas de espectrofotometria 125 pL de extracto, 500 pL de agua
bidestilada y 125 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu. Tras 6 min en oscuridad se anadieron 1,25
mL de Na,CO; al 7% y 1 mL de agua bidestilada. Como referencia utilizamos un blanco donde el
extracto fue reemplazado por la misma cantidad de disolvente metanol-agua (80:20, v/v). Para
completar el desarrollo del color, se dejé en oscuridad durante 90 min. Transcurrido este
tiempo, se midié la absorbancia a una longitud de onda de 760 nm en un espectrofotometro
Helios Zeta UV/Vis Thermo Scientific.

Los resultados obtenidos se expresaron en miligramos equivalentes de 4cido galico por gramo
de muestra (mg EAG/g) obtenidos a partir de la recta de calibrado preparado con este fenol de
referencia y en el rango de concentraciones entre 100 y 500 ppm.

CONTENIDO EN FLAVONOIDES TOTALES

El contenido de flavonoides totales se determind mediante el método colorimétrico del
cloruro de aluminio (Luximon-Ramma et al.,2005) que consiste en hacer reaccionar el extracto
con una disoluciéon de cloruro de aluminio al 2% (w/v) en metanol. Para ello, se mezclaron en
una cubeta de espectrofotometria 1,5 mL de extracto con 1,5 mL de la disolucién de AICl; Tras
10 min de reaccién en oscuridad, se midié la absorbancia a 368 nm en un espectrofotometro
Helios Zeta UV/Vis Thermo Scientific.

Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de quercetina por gramo de muestra
(mg EQ/g), obtenidos a partir de la recta de calibrado preparada con este flavonoide de
referencia y en el rango de concentraciones comprendido entre 12,5 y 200 ppm.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DPPH

Este método consiste en medir el cambio de coloraciéon de una disolucién del radical libre
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) en metanol con el extracto a 515 nm, debido a la capacidad
que tiene de secuestrar los componentes antioxidantes presentes en la muestra y reducirlos,
pasando de un color morado a un color amarillento (Brand-Williams et al.,1995). El ensayo se
realiz6 afadiendo 50 plL de extracto y 2950 plL de una disolucion DPPH-metanol 0,06 mM en
una cubeta espectrofotométrica y dejando durante 90 min en oscuridad. Transcurrido este
tiempo, se midid la absorbancia en un espectrofotometro Helios Zeta UV/Vis Thermo
Scientific.

10
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Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de trélox por gramo de muestra
(mg ET/g), calculados a partir de la recta de calibrado preparada con este antioxidantes de
referencia en el rango de concentraciones comprendido entre 100 y 300 ppm.

3.4.6. Recuento de viables

La concentracién de Lactobacillus salivarius spp. salivarius se analizd tanto en el medio de
crecimiento, como en el zumo y en las muestras de manzana impregnadas vy liofilizadas,
mediante dilucién seriada en tubos con agua destilada estéril, siembra en superficie de placas
petri con agar MRS e incubacion en estufa a 37 °C durante 24 h. En el caso de las muestras de
manzana sélida, la primera diluciéon se llevd a cabo en una bolsa stomacher en la que se
trituraron 5 g de muestra con 45 mL de agua de peptona estéril.

3.5. Analisis estadistico

El grado de significancia estadistica de las diferentes variables consideradas sobre los
resultados obtenidos se evalud con el programa Statgraphics Centurién XVI mediante andlisis
simple (ANOVA simple) y multifactorial de la varianza (ANOVA multifactorial) con un nivel de
confianza del 95%.

11
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En este apartado se muestra el efecto que la adicidn de un 10% en peso de trehalosa a la
formulacién del liquido de impregnacidn y/o la aplicacidon de una presion de homogeneizacion
ejercen sobre las propiedades funcionales y fisicoquimicos de un snack de manzana con efecto
probidtico obtenido mediante impregnacién a vacio y posterior liofilizacién.

4.1. Efecto sobre el contenido en L. salivarius spp. salivarius

En la Figura 4.1 se muestra el contenido en L. salivarius spp. salivarius medido de forma
experimental tanto en los diferentes liquidos de impregnacidn como en las muestras de
manzana impregnadas con cada uno de ellos (manzana V) y posteriormente liofilizadas
(manzana LIO).
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~
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Figura 4.1. Valores tedricos y experimentales de las propiedades antioxidantes en manzana liofilizada. Para una
misma serie, letras diferentes indican diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Tal y como se puede observar, los recuentos obtenidos fueron en todos los casos superiores a
10’ UFC/g, valor minimo necesario para que un alimento pueda considerarse probidtico o,
dicho en otras palabras, para que el consumo de 100 g 6 100 mL de dicho alimento
proporcione la dosis diaria de 10° UFC recomendada para percibir los efectos beneficiosos que
los probidticos ejercen sobre la salud (Ranadheera et al., 2010).

Analizando el contenido en Lactobacillus salivarius spp. salivarius de las muestras de zumo se
aprecia un aumento significativo en los liquidos en los que Unicamente se afiadié un 10% en
peso de trehalosa (10%_OMPa) o se aplicd una presion de homogeneizacion de 100 MPa
(0%_100MPa). Sin embargo, la combinacidn de ambas variables (10%_100MPa) no mejord
significativamente el recuento de viables.

12
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Analizando el contenido probidtico de las muestras de manzana impregnada se observa que
éste es significativamente menor al de los liquidos de impregnacidn. Este resultado es légico si
se tiene en cuenta que durante la etapa de impregnacién a vacio sélo el 20% del volumen
inicial de la muestra es ocupado por el liqguido de impregnacion (Fito et al.,, 2001). En
concordancia con los resultados comentados anteriormente para los liquidos de impregnacion,
las muestras de manzana impregnada que presentaron mayores recuentos fueron las
impregnadas con los liquidos 10%_OMPa y 0%_100MPa, mientras que las muestras de
manzana impregnadas con el liquido 10%_100MPa presentaron un contenido probidtico muy
similar al de las muestras impregnadas con el liquido control que no incluia trehalosa en su
composicion ni habia sido sometido a una operacidén de homogeneizacién (0%_0MPa).

Finalmente, como era de esperar por el descenso en el contenido en agua que experimentan
las muestras durante la liofilizacién, las muestras de manzana liofilizadas presentaron
recuentos microbianos superiores a los de las muestras de manzana impregnadas. Sin
embargo, estos recuentos no resultaron tan elevados como deberian ser, teniendo en cuenta
que durante la congelacidn y posterior sublimacién del agua congelada en las muestras su
humedad desciende desde un 85,3 (* 1,2)% hasta un 4,97 (+ 1,02)%. De esta forma se pone de
manifiesto el impacto negativo que esta operacidn unitaria ejerce sobre la viabilidad del
probiético. De nuevo las muestras impregnadas con los liquidos con mayor contenido
microbiano (10%_0MPa y 0%_100MPa) son las que obtuvieron un mayor recuento de viables
tras la liofilizacién, aunque las diferencias con respecto a la muestra control (0%_0MPa) sélo
resultaron significativas desde un punto de vista estadistico para el caso de las muestras
impregnadas con el liquido que incluia trehalosa en su composicién. Nuevamente, la
combinacion de los dos factores en el liquido 10%_100MPa es la que produjo peores
resultados desde el punto de vista microbiolégico. Ademds, mientras que en las muestras de
zumo y en las de manzana impregnada los niveles de probidtico se mantuvieron del orden de
los obtenidos en el liquido 0%_0OMPa, en el caso de las muestras de manzana liofilizada los
recuentos resultaron significativamente mas bajos. En otras palabras, se podria decir que la
combinacion del estrés osmético debido a la mayor concentracion de solutos en el medio y el
estrés causado por la elevada presidon aplicada durante la homogeneizaciéon hacen que el
probidtico Lactobacillus salivarius spp. salivarius sea mas vulnerable al proceso de liofilizacidn.

Por otra parte, se ha estudiado la evoluciéon del contenido en Lactobacillus salivarius spp.
salivarius en las muestras de manzana liofilizadas a lo largo de su almacenamiento durante 30
dias (Figura 4.2). Tal y como se observa, a lo largo de los 30 dias de almacenamiento hay una
disminucién del contenido en Lactobacillus salivarius spp. salivarius. Durante los primeros 15
dias todas las muestras contenian una concentracion en Lactobacillus superior a 10’ UFC/g, lo
cual indica que el snack si tenia efecto probidtico. Al final del almacenamiento, Unicamente las
muestras impregnadas con los liquidos 0%_0MPa y 10%_0MPa reunian esta condicion.
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Figura 4.2. Evolucién del contenido en Lactobacillus salivarius spp. salivarius de las muestras de manzana liofilizada
durante el almacenamiento. Para un mismo liquido de impregnacién, letras diferentes indican diferencias
significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Para corroborar de forma numérica el efecto que ejerce el liquido de impregnacion sobre la
viabilidad de Lactobacillus salivarius spp. salivarius durante el almacenamiento, se ha obtenido
el ajuste lineal de los datos experimentales y los valores obtenidos se muestran en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Resultados obtenidos tras el ajuste lineal de los datos experimentales con un nivel de confianza del 99%.

ORDENADA PENDIENTE COEFICIENTE DE
TRATAMIENTO (Log UFC/g) (Log UFC/g -dia) R-CUADRADO CORRELACION
0%_OMPa 8,256 -0,1898 97,94 -0,9794
10% _OMPa 9,234 -0,3555 96,24 -0,9817
0% _100MPa 8,589 -0,3599 93,05 -0,9651
10% _100MPa 8,308 -0,3052 87,54 -0,9284

En general, los valores de R-cuadrado resultaron elevados, lo que indica que el modelo predice
con bastante exactitud el descenso en la poblacion microbiana con el tiempo de
almacenamiento. Por otra parte, los valores de la pendiente mas elevados en el caso de las
muestras impregnadas con los liquidos que incluian trehalosa en su composicién y/o habian
sido homogenizados confirman que la combinacidn del estrés causado por el gradiente de
concentracion y/o el gradiente de presion y el debido a los cambios experimentados durante el
procesado resulta en una pérdida de viabilidad mas acusada a lo largo del almacenamiento. En
el caso de las muestras impregnadas con el liquido 10%_0MPa, dada la elevada concentracion
de microorganismo presente en la muestra liofilizada (t = 0 dias), el producto no perdié su
caracter probidtico tras 30 dias de almacenamiento, como si lo hicieron las muestras
impregnadas con los liquidos 0%_100MPay 10%_100MPa.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.2. Efecto sobre las propiedades antioxidantes

En la figura 4.3 se muestra el contenido en fenoles totales, flavonoides totales y la actividad
antioxidante de las muestras de manzana impregnadas con los diferentes liquidos de
impregnacion y de las impregnadas y posteriormente liofilizadas. Para las muestras liofilizadas,
se comparan ademads los valores obtenidos de forma experimental y los calculados de forma
tedrica mediante la aplicacién de balances de materia (ecuaciones 3y 4).

w __ L wW .
myy * Xjy = (my — myo) + mye * X{jo ecuacion 3

ol — el .,
My * Xy = Myo " Xpj0 ecuacién 4

donde: myy = peso de la muestra impregnada (g), my ;o = peso de la muestra liofilizada, x|y =
humedad de la muestra impregnada (g agua/g total), x{jo = humedad de la muestra liofilizada
(g agua/g total), X}V = fraccién masica del antioxidante i en la muestra impregnada (g i/g total)

y xho = fraccion masica del antioxidante i en la muestra liofilizada (g i/g total).
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Figura 4.3. Valores tedricos y experimentales de las propiedades antioxidantes en manzana liofilizada. Para una
misma serie, letras diferentes indican diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).
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Como se puede observar, el contenido en antioxidantes de las muestras impregnadas tomo
valores mucho menores que el de las muestras liofilizadas, lo que resulta légico por la pérdida
de agua que se produce durante la liofilizacidn.

En el caso de las muestras de manzana impregnadas, solo el contenido en fenoles totales se
vio significativamente incrementado con respecto al control (0%_0MPa) tras la impregnacién
con el zumo homogeneizado que incluia o no trehalosa en su composicion (10%_100MPa y
0% _100 MPa). Para entender este hecho cabe tener presente que la homogeneizacion implica
una reduccién en el tamafio medio de las particulas del zumo en las que se encuentran
retenidos los compuestos fendlicos, permitiendo que éstos entren con mayor facilidad en la
matriz sélida durante la etapa de impregnacion a vacio (Ortin, 2016).

Analizando las muestras liofilizadas, tanto para el contenido en fenoles totales como en
flavonoides totales se obtuvieron valores mas elevados de forma experimental que los
estimados de forma tedrica. Esta diferencia, que resulté mucho mas acusada para las muestras
impregnadas con el liquido 0% OMPa, podria indicar que la extraccion de compuestos
fendlicos, incluidos los del tipo flavonoides, de las matrices impregnadas no fue tan eficiente
como lo fue de las matrices impregnadas y posteriormente liofilizadas. De hecho, la
liofilizacidon es una etapa unitaria a menudo incluida en los protocolos de preparacién de las
muestras de fruta para la correcta extraccion de los compuestos antioxidantes (Vasco et al.,
2008; Wojdylo et al., 2008). De esta manera se reduce el riesgo de que se produzcan
isomerizaciones y otros procesos de deterioro como consecuencia de su elevada actividad
enzimatica (Antolovich et al., 2000), al mismo tiempo que se favorece la liberaciéon de los
compuestos antioxidantes de las estructuras bioldgicas en las que se encuentran retenidos
(Shofian et al., 2011). No se podria afirmar lo mismo para todos los compuestos con actividad
antioxidantes, cuyo contenido resultdé en unas ocasiones mas elevado tras la estimacion
tedrica (muestras impregnadas con los liquidos homogenizados) y en otras ocasiones tras la
medida experimental (muestras impregnadas con los liquidos sin homogeneizar).

En la figura 4.4 se muestra la variacion en las propiedades antioxidantes (contenido en fenoles
totales, flavonoides y actividad antioxidantes medida por el método DPPH) de las muestras de
manzana impregnadas y liofilizadas durante su almacenamiento.
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Figura 4.4. Evolucion de las propiedades antioxidantes a lo largo del almacenamiento. Para una misma serie, letras
diferentes indican diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Se puede observar que a lo largo del almacenamiento no hay una tendencia clara en la
evolucidn de las propiedades antioxidantes, lo que podria ser debido a ligeras variaciones en el
contenido en agua de las propias muestras analizadas. En términos generales, las muestras a
las que no se le afiadid trehalosa ni se les aplicd una presién de homogenizacién (0%_0MPa)
experimentaron una notable disminucién en el contenido en fenoles totales (especialmente en
los del tipo flavonoides), lo que implicé un claro descenso en su capacidad global para
secuestrar radicales libres. En los demas casos, el descenso en el contenido en flavonoides no
fue tan acusado y el de fenoles totales experimenté un ligero aumento, de manera que la
actividad antioxidantes medida por el método DPPH también se vio incrementada.

Para corroborar lo comentado anteriormente y profundizar en el efecto que la composicion
del liquido de impregnacién ejerce sobre las propiedades antioxidantes analizadas, en la figura
4.5 se muestra, para cada componente, el incremento positivo o negativo que se ha producido
entre el inicio y el final del almacenamiento con respecto a la cantidad presente a tiempo O,
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expresado en porcentaje. En general, la ganancia de fenoles totales resulté significativamente
mas elevada (p-valor < 0,05) y la pérdida de flavonoides significativamente menor (p-valor <
0,05) en el caso de las muestras impregnadas con cualquiera de los liquidos que incluian
trehalosa en su composicion, pero especialmente en aquellas impregnadas con el liquido que
ademas habia sido sometido a una etapa de homogenizacion (10%_100MPa). En consecuencia,
estas muestras presentaron también variaciones positivas y significativamente mas elevadas a
las de las restantes muestras en el contenido en antioxidantes totales medidos por el método
DPPH. Estos resultados podrian ser debidos a que, como consecuencia del efecto protector
gue la trehalosa ejerce sobre las estructuras bioldgicas, el tejido de manzana se habria visto
menos dafiado durante el proceso de liofilizacion, de manera que los compuestos
antioxidantes quedarian menos expuestos a las condiciones adversas que promueven su
degradacion. Dicho efecto protector podria verse favorecido por la reduccién en el tamaiio de
particula que implica la aplicacion de una etapa de homogenizacién, lo que facilitaria la
entrada de una mayor cantidad de liquido (y de la trehalosa en él disuelta) en la estructura
porosa de la manzana durante la etapa de impregnacién a vacio.
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Figura 4.5. Variacién neta en el contenido en fenoles totales, flavonoides totales y capacidad antioxidante tras 30
dias de almacenamiento de las muestras de manzana liofilizadas. Donde (X';0)i0 €5 la concentracidn en base seca
del antioxidante i (g i/g sélido seco) en la manzana liofilizada al inicio del almacenamiento y (X'yo)s0 €5 la
concentracion en base seca del antioxidante i (g i/g soélido seco) en la manzana liofilizada al final del
almacenamiento. Para una misma serie. Letras diferentes indican diferencias significativas con un nivel de confianza
del 95% (p-valor < 0,05).

4.3. Efecto sobre las propiedades dpticas

En la figura 4.6 se muestran las coordenadas cromaticas L*, a*, b* correspondientes a las
muestras de manzana impregnada con los diferentes liquidos de impregnacion y a las de
manzana impregnada y posteriormente liofilizada.
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Si tomamos como referencia el color de la manzana fresca medido experimentalmente en las
mismas condiciones (L*= 72 + 2, a*=-3,8 £+ 0,9 y b*= 14,5 * 3), se puede comprobar que el
color de las muestras impregnadas resultdé similar al de frescas en términos de a* y b*,
mientras que la coordenada L* presentd valores ligeramente mas bajos. Este hecho resulta
légico teniendo en cuenta que durante la etapa de impregnacién a vacio se reemplaza parte
del aire ocluido en la estructura porosa del alimento por el liquido externo que lo rodea, de
manera que el alimento pasa de tener un aspecto blanquecino y opaco a otro brillante y
translicido. En cuanto al liquido de impregnacion se observa que las muestras impregnadas
con los liquidos homogenizados a 100 MPa (0%_100MPa y 10%_100MPa) presentaron valores
notablemente mas elevados para las coordenadas L* y b*. Este hecho podria explicarse en
términos de la reduccion del tamafo de particula que experimentan los zumos sometidos a un
tratamiento de altas presiones (Betoret et al., 2009), lo que facilitaria su entrada en la matriz
solida durante el proceso de impregnacion y potenciaria su mayor traslucidez y su tonalidad
ligeramente mas amarillenta.
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Figura 4.6. Coordenadas de color CIE L*, a* y b* de las muestras de manzana impregnadas con los diferentes
liquidos de impregnacion (marcador con relleno) y de las muestras de manzana impregnada y posteriormente
liofilizada (marcador sin relleno).

Tras la liofilizacidn, las tres coordenadas cromaticas (L*, a* y b*) experimentaron en todos los
casos un notable aumento. El aumento en las coordenadas a* y b*, probablemente como
consecuencia de la concentracién de los compuestos responsables del color durante la etapa
de la liofilizacién y las reacciones de oxidacion que suceden a lo largo de todo el procesado,
supuso la evolucién del color de las muestras desde tonos verdosos hacia tonos rojizos. El
aumento en la luminosidad (coordenada L*) tras la liofilizacion se debe a que, como
consecuencia de la congelacién y posterior sublimacidn, los espacios intercelulares que
estaban ocupados por liquido en las muestras impregnadas pasan a estar ocupados por aire,
adquiriendo el tejido un aspecto mas opaco y un color mas blanquecino. Entre las muestras
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liofilizadas no se observaron diferencias estadisticamente significativas por el hecho de
emplear uno u otro liquido de impregnacion.

Por otra parte, en la figura 4.7 se muestra la evolucién que experimenta el color de las
muestras liofilizadas durante los 30 dias de almacenamiento en condiciones controladas. A la
vista de los resultados obtenidos se puede afirmar que el color de las muestras liofilizadas se
mantuvo estable durante todo el almacenamiento y, debido al gran tamafio de las barras de
error, que las diferencias observadas entre los diferentes tratamientos y/o tiempos de
almacenamiento se deben fundamentalmente a la variabilidad de las muestras en términos de
color. Los valores obtenidos de diferencia de color a lo largo del almacenamiento no son
perceptibles al ojo humano.

16
M 0%_OMPa

H0%_100MPa
10%_0OMPa
H 10%_100MPa

a
a
8 a a a
a
AE ab
a a
1 d
0 L
21 3

0

12

B
o

Tiempo (dias)

Figura 4.7. Evolucién del color global de las muestras liofilizadas durante los 30 dias de almacenamiento. Para un
mismo liquido de impregnacidn, letras diferentes indican diferencias significativas con un nivel de confianza del 95%
(p-valor < 0,05).

4.4. Efecto sobre las propiedades mecanicas.

En primer lugar, en la figura 4.8 se muestra el efecto de la composicion del liquido de
impregnacion y de la aplicacion o no de una etapa de liofilizacion sobre las propiedades
mecanicas (Fnix €n Ny dpns €n mm) de ldminas de manzana.

Como se puede observar, las propiedades mecanicas de las muestras de manzana variaron de
forma significativa tras su liofilizacién, pero de diferente forma en funcidn de la composicidn
del liquido empleado durante la etapa de impregnacién a vacio. En general, tanto la fuerza
maxima aplicada como la distancia maxima recorrida por el punzén hasta la rotura de las
muestras aumentaron significativamente tras la liofilizacion. En el caso de las rodajas
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impregnadas con el liquido 0%_100MPa, el ligero descenso observado en la fuerza méaxima
necesaria para comprimir la muestra podria deberse a que, como se mostrard mas adelante
(tabla 4.2), éstas muestras no alcanzaron tras el proceso de liofilizacion una humedad tan baja
como cabria esperar. En cuanto a la distancia maxima recorrida por el punzén hasta la rotura
de las muestras, ésta aumenté significativamente en todos los casos tras la liofilizacién, pero
especialmente en el caso de las rodajas impregnadas con el liquido 0%_100MPa. Esto, como se
ha comentado anteriormente, seria consecuencia de los valores de humedad mas elevados
alcanzados tras la liofilizacién, lo que resulta en muestras mdas gomosas y menos crujientes.
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Figura 4.8. Grafico de interacciones e intervalos LSD resultantes del analisis multifactorial de la varianza llevado a
cabo para evaluar el grado de significancia de las variables de proceso (tipo de liquido de impregnacion y aplicacion
o no de una etapa de liofilizacién) sobre las propiedades mecanicas de ldminas de manzana.

Para tener una informacion mds amplia acerca de las propiedades mecdnicas de las muestras
analizadas, en la figura 4.9 se muestra la forma tipica de las curvas que se obtienen tras el
ensayo de puncion aplicado a ldminas de manzana impregnadas con el zumo 10%_0MPa, antes
y después del proceso de liofilizacién. Como se puede comprobar, la forma de la curva
obtenida para la muestra impregnada (caracterizada por una deformacion previa seguida de
multiples fracturas hasta la rotura) resulté muy similar a la propia de tejidos vegetales frescos
y porosos, constituidos por células turgentes y fuertemente unidas. En cambio, en la muestra
liofilizada se observa una ligera deformacion previa a la fractura en el punto de fuerza maxima.
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Figura 4.9. Curvas tipicas del ensayo de puncién de las muestras de manzana impregnadas con el liquido
10%_O0MPa, antes y después de la etapa de liofilizacion.

Finalmente en la Tabla 4.2. se muestran, para los cuatro liquidos de impregnacién, cémo
evolucionan la humedad (x,), la actividad del agua (a,) y las propiedades mecdnicas (Fn:x Y
dms) a lo largo de los 30 dias de almacenamiento. Como se puede observar, durante el
almacenamiento las muestras experimentaron un ligero aumento tanto en su actividad de
agua como en su humedad. Esta variacion fue muy similar en todos los casos, con
independencia del liquido de impregnacién, aunque hubo algunas fluctuaciones entre las
muestras debido a la heterogeneidad de las mismas. Aunque no en todos los casos fue asi, el
aumento en la humedad de las muestras vino acompanado por un descenso en la fuerza
maxima y un aumento en la distancia maxima. El que esta tendencia no fuera general pone de
manifiesto que las propiedades mecanicas no dependen exclusivamente del contenido en agua
de las muestras, sino también de otro muchos factores.
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Tabla 4.2. Evolucion de la humedad, la actividad del agua y las propiedades mecanicas de las muestras de manzana
impregnada vy liofilizada a lo largo del almacenamiento. Valores medios + desviacidén estandar.

0%_0MPa 10%_OMPa 0%_100MPa 10%_100MPa
a, 0,9851+0,0007°%  0,9816+0,0009°4  0,9839+0,0013%:  0,9827 + 0,0002 %4s
Xw  0,8670+0,0008°.  0,8437+0,0012°,  0,8583 +0,0013 %, 0,842 + 0,003 °,
IV Frnax 46+1,4°, 5,4+0,9°% 4,1+0,9°%, 4,1+04°%,
Ansx 1,350,127 1,4+0,3°%, 1,42+0,13°, 1,5+0,3°%
ay 0,245+ 0,017 0,1850 + 0,0013°, 0,265 + 0,002 5 0,266 + 0,003 °¢
; X»  0,0383+0,0009°,  0,0460 + 0,0008 °; 0,0630 + 0,0008 %, 0,052 + 0,002 °¢
0(dias) 68+1,4° 6,1+1,1%, 3,5+0,5% 6,3+0,75%
Aomiix 3,4+0,6% 3,7+0,6° 4,5+0,7% 3,5+0,3°,
a, 0,223 + 0,008 °, 0,258 + 0,008 0,301 0,009 °, 0,2794 + 0,0013 °.
) Xu 0,048 + 0,002 °, 0,052 + 0,002 °, 0,074 + 0,003, 0,082 + 0,004 “;
7(dias) 6,4+0,5°% 6,0+0,9°% 3,740,6%, 52+0,6°%
Ao 3,1+0,6%, 3,2+0,3°, 48+1,3% 46+0,8°%
ay 0,194 + 0,004°, 0,266 + 0,004 g 0,329 +0,013%, 0,2884 + 0,0017 ¢
. X 0,080 + 0,002 ; 0,058 + 0,003 , 0,080 + 0,003 0,078 + 0,008 ;.
15 (dias) 5,6+0,9%, 7,7+1,8% 6+2°, 6,7+0,9%
Ainix 2,5+0,7°, 3,5+0,6“ 4,2+0,9% 3,6 £0,6 "5
a, 0,187 + 0,003 %, 0,281 + 0,004 0,273 £ 0,002 % 0,2798 + 0,0015 "5
21 (dias)  Xu 0,046 + 0,002 °, 0,064 + 0,002 % 0,061 + 0,004 5 0,070 + 0,003
Fonix 6,5+0,7 % 7,4+1,1%, 4,9+0,9°%, 51+0,3%,
s 2,5+0,5°, 2,86 0,08, 3,8+0,2%; 3,5+0,3%
ay 0,258 + 0,018 , 0,260 0,014 °, 0,258 + 0,004 °, 0,289 + 0,002,
) Xuy 0,059 £ 0,003 %, 0,057 + 0,004 ™, 0,073 £ 0,002 ° 0,062 + 0,003 °,
30(dias) ; 6,1+1,1°% 6,8+1,7° % 7,1+1,8°5,
Ainix - 2,8+0,8°, 3,6+0,3% 36+1,1°

a, b,

almacenamiento, con un nivel de confianza del 95%.

A B, C,..

" “ letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas con el procesado y el tiempo de

para cada uno de los parametros analizados, letras diferentes en la misma columna indican diferencias

significativas debidas al tipo de liquido empleado durante la etapa de impregnacién a vacio, con un nivel de

confianza del 95%.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos podemos concluir que:

1.

El zumo de clementina comercial rectificado con bicarbonato de sodio hasta pH 6 y
enriquecido con 5 g/L de extracto de levadura es un medio éptimo para el crecimiento
de Lactobacillus salivarius spp. salivarius (CECT 4063).

Para aumentar el recuento de Lactobacillus salivarius spp. salivarius en los liquidos de
impregnacion es aconsejable afiadir un 10% en peso de trehalosa o aplicar una etapa
de homogeneizacién a 100 MPa, pero combinar los dos tratamientos.

La impregnacién a vacio es una técnica adecuada para incorporar probioticos a la
matriz estructural de la manzana, en mayor o menor medida dependiendo de los
recuentos que presente el liquido de impregnacion.

La liofilizacién es una técnica adecuada para la estabilizacién de las laminas de
manzana impregnadas con el probidtico. Sin embargo, durante el almacenamiento de
las muestras liofilizadas se produce una pérdida importante en la viabilidad del
microorganismo, los que se ve favorecida por la adicién de un 10% de trehalosa en
peso al liquido de impregnacién y/o la homogeneizacion del mismo a 100 MPa.

La liofilizacion aumenta notablemente el contenido en compuestos con actividad
antioxidante presente en las ldminas de manzana. En este caso, el hecho de afiadir un
10% de trehalosa en peso al liquido de impregnacion y/o la homogeneizacién del
mismo a 100 MPa si que garantiza la estabilidad de estos compuestos e incluso
aumenta su concentracion durante los 30 dias que durd el almacenamiento.

El color de las muestras de manzana impregnada resulta ligeramente diferente en
funcién de la adicion de un 10% de trehalosa en peso al liquido de impregnacion y/o
de la homogeneizacién del mismo a 100 MPa; sin embargo, estas diferencias debidas
al hecho de emplear uno u otro liquido de impregnacién se atenuan tras la aplicacién
de una etapa de liofilizacién.

Las propiedades mecanicas de las muestras analizadas se ven basicamente afectadas
por la aplicacién o no de una etapa de liofilizacién y por el contenido en agua
alcanzado al final de la misma.

Ni las propiedades dpticas ni las mecanicas de las muestras de manzana liofilizada
experimentaron cambios notables durante los 30 dias que duré su almacenamiento.
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