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RESUMEN

En este trabajo se ha estudiado el efecto de las operaciones de
liofilizacion y deshidratacion osmotica sobre la viabilidad de los
microorganismos y las propiedades opticas y mecanicas de un alimento
probidtico desarrollado a partir de manzana (var. Granny Smith) y zumo de
mandarina comercial inoculado con Lactobacillus salivarius spp salivarius.
Ambos métodos de estabilizacion se aplicaron sobre discos de manzana
impregnados de 2.5y 7 mm de espesor. La operacion de liofilizacion se llevo
a cabo durante periodos de 12 y 24 horas. Los ensayos de deshidratacion
osmética se llevaron a cabo con disoluciones osméticas cuyas
concentraciones de sacarosa fueron de 35 y 55 °Bx. De acuerdo a los
resultados obtenidos, las propiedades Opticas y mecanicas de las muestras
liofilizadas se vieron afectadas por la duracion del proceso. Por lo que
respecta a las muestras deshidratadas osméticamente, el contenido en
sélidos solubles de su fase liquida no afecté considerablemente a las
propiedades Opticas y mecéanicas de las mismas. El contenido microbiano en
el proceso de liofilizacién resulté del orden 10% 10°UFC/g y en la
deshidratacién osmética del orden de 10y 10°UFC/g. En todos los casos,
los productos obtenidos cumplen con las especificaciones de la International
Dairy Federation para garantizar un efecto beneficioso contra la infeccion
ocasionada por Helicobacter pylori

RESUM

En aquest treball s"ha estudiat |I'efecte de les operacions de liofilitzacio i
deshidrataci6 osmotica sobre la viabilitat dels microorganismes i les
propietats optiques i mecaniques d'un aliment probiotic desenvolupat amb
poma (var. Granny Smith) i suc de mandarina comercial inoculat amb
Lactobacillus salivarius spp salivarius. Ambdds métodes d'estabilitzacié es
van aplicar sobre discs de poma impregnats de 2.5 i 7 mm d'espessor.
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L'operacio de liofilitzacié es va dur a terme durant periodes de 12 i 24 hores.
Els assaigs de deshidrataci6 osmotica es van realitzar amb dissolucions
osmotiques les concentracions de sacarosa de les quals van ser de 35 i 55
°Bx. D'acord als resultats obtinguts, les propietats optiques i mecaniques de
les mostres liofilitzades es van veure afectades per la durada del procés. Pel
gue respecta a les mostres deshidratades osmoticament, el contingut en
solids solubles de la seva fase liquida no va afectar considerablement les
propietats optiques i mecaniques de les mateixes. EIl contingut microbia en
el procés de liofilitzacié va resultar de l'ordre 10° i 10® UFC/g i en la
deshidratacié osmotica de I'ordre de 10%i 10’ UFC/g. En tots els casos, els
productes obtinguts compleixen amb les especificacions de l'International
Dairy Federation per garantir un efecte beneficiés contra la infeccid
ocasionada per Helicobacter pylori.

ABSTRACT

In this study, the effect of freeze drying operation and osmotic dehydration
on the viability of microorganisms and optical and mechanical properties of
one probiotic food developed from apple (var. Granny Smith) and commercial
mandarin juice inoculated with Lactobacillus salivarius spp salivarius was
tested. Both stabilization methods were applied on apple disks impregnated
with 2.5 and 7 mm thick. The freeze drying operation was carried out during
periods of 12 and 24 hours. Osmotic dehydration tests were carried out with
osmotic solutions which sucrose concentrations were 35 and 55 ° Bx.
According to the results obtained, the optical and mechanical properties of
freeze-dried samples were affected by the duration of the process. As
regards, in the osmotically dehydrated samples, the soluble solids content of
liquid phase does not significantly affect the optical and mechanical
properties. The microbial content of the freeze drying process was on the
order of 10° and 10® CFU/g and in osmotic dehydration operation on the
order of 10® and 10’ CFU/g. In all cases, the products obtained meet the
specifications of the International Dairy Federation to ensure a beneficial
effect against infection caused by Helicobacter pylori.

PALABRAS CLAVE: Helicobacter pilory, Lactobacillus salivarius spp.
salivarius, impregnacion a vacio, liofilizacion, deshidratacion osmdtica,
propiedades mecanicas y propiedades opticas.



INTRODUCCION

Helicobacter Pylori es una bacteria patdégena grampositiva que causa
gastritis de tipo B, Ulceras pépticas y gastritis cronica activa. Es una de las
infecciones mas comunes y depende en gran medida del nivel
socioeconémico, llegando a afectar al 50% de la poblacion en paises
desarrollados y al 90% de la poblacion en paises en desarrollo. Su
asociacion con la ulcera gastroduodenal y su inclusion por parte de la IARC
(International Agency for Research on Cancer), en 1994, entre los agentes
carcindégenos tipo |, la ha convertido en uno de los microorganismos de
mayor interés en patologia humana (Hunt et al., 1998).

Actualmente, los tratamientos para erradicar dicho patdégeno se basan en
dos o tres antibidticos (amoxiclina, tretraciclina, claritromicina o
metronidazol) mas un inhibidor de bomba de protones (omeprazol,
lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol, esomeprazol) o antagonistas de los
receptores H2 (ranitidina, cimetidina, famotidina) durante un periodo
comprendido entre 7 y 14 dias. 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.

Como alternativa, se han desarrollado diversos estudios clinicos y
modelos in vitro que demuestran que la asociacion de bacterias del género
Lactobacillus con antibi6ticos para el tratamiento de la infeccion ocasionada
por Helicobacter pylori ejerce un efecto antagonista frente a este
microorganismo y reduce los sintomas de intolerancia digestiva debidos a
los antibiéticos (Hamilton-Miller, 2003). En todos los casos se han empleado
productos liquidos, en su mayoria lacteos, como fuente del microorganismo
probidtico.

Por otra parte, la impregnacion a vacio ha sido confirmada como una
técnica eficaz en la incorporaciéon de componentes con actividad fisiolégica
en la estructura porosa de determinados alimentos para, de esta forma,
obtener alimentos funcionales de apariencia similar a la que presentan en
estado fresco (Fito et al., 2001a y b; Gras et al., 2003; Betoret et al., 2003;
Barrera et al., 2004; Alzamora et al., 2005; Anino et al., 2006).

Mediante la técnica de impregnacién a vacio y el secado por aire caliente,
el grupo de funcionales del IU-IAD ha desarrollado un producto a partir de
manzana con un contenido en Lactobacillus salivarius spp, salivarius
cercano a 10® UFC/g. El estudio piloto con pacientes dispépticos demostrd
que la incorporacion a la dieta del producto desarrollado ejerce un efecto
positivo contra la infeccidon ocasionada por Helicobacter pylori (Arilla, 2008;
Betoret et al., 2009). Sin embargo, la valoracion sensorial del producto final
por parte de los pacientes implicados en este estudio hizo recomendable una
mejora en el aspecto y la consistencia del mismo. Concretamente la textura
y el color fueron las caracteristicas de calidad peor valoradas por los
pacientes.

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto de la aplicacion de
diversos métodos de conservacion como son la liofilizacion y la
deshidratacion osmotica, sobre la viabilidad de los microorganismos y las
propiedades mecénicas y 6pticas de un alimento probiético desarrollado a



partir de manzana (var granny smith) y zumo de mandarina con un elevado
contenido en Lactobacillus salivarius spp. salivarius.

MATERIALES Y METODOS.
Recuperaciéon del microorganismo liofilizado.

La cepa de cultivo puro de Lactobacillus salivarius spp. salivarius CECT
4063 fue suministrada por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT,
Universidad de Valencia, Burjassot, Valencia, Espafia). De acuerdo a las
instrucciones establecidas por la CECT para la recuperacion del cultivo
liofilizado, éste se resuspendié con 1-2 mL de medio de cultivo MRS (Man
Rogosa and Sharpe, Scharlau Chemie ®, Barcelona, Espafia) en
condiciones de asepsia. A continuacion, el lidfilo estéril se colocé en 250 mL
de medio especifico MRS y se incub6 a 37 °C durante 24 horas.

Medio de crecimiento y liquido de impregnacién.

El medio de crecimiento empleado en este estudio fue zumo de
mandarina comercial (Don Simén) adquirido en un supermercado local. Con
el objeto de conseguir que el zumo reuniera las caracteristicas adecuadas
para el optimo crecimiento del microorganismo, se adicioné levadura en una
proporcién de 5 g/L y bicarbonato sodico en una proporcion de 9.8 g/L. Para
evitar la competencia con la bacteria acido-lactica y prevenir el excesivo
oscurecimiento del medio, la levadura se esterilizé con parte de zumo a 121
°C durante 20 minutos. Cada litro de zumo se inoculé con 4 mL de medio
MRS que contenia el microorganismo crecido y se incub6 a 37 °C durante 24
horas. Este medio fue empleado como liquido de impregnacién. Tanto el
zumo comercial como el medio de crecimiento y el liquido de impregnacion
se caracterizaron en términos de pH, densidad aparente, contenido en
sélidos solubles y contenido microbiano.

Materia prima.

Se utilizaron manzanas de la variedad Granny Smith, en estado de
madurez adecuado, que fueron adquiridas en un supermercado local. Para
llevar a cabo los experimentos de impregnacién a vacio, las manzanas se
cortaron en discos de 2.5y 7 mm de espesor y 65 mm de diametro siguiendo
la direccion del eje longitudinal y se descorazonaron con un sacabocados
metalico de 20 mm.

Ensayos de impregnacion a vacio (IV).

La operacion de impregnacién a vacio se llevé a cabo en un equipo
construido a nivel de planta piloto en el Departamento de Tecnologia de
Alimentos de la Universidad Politécnica de Valencia (Fito et al., 1996). En
primer lugar, las muestras se sumergieron en el liquido de impregnacién y se



aplicé una presion de vacio de 50 mbar durante 10 minutos. A continuacion,
se restauro la presion atmosférica, manteniendo las muestras sumergidas en
el medio durante otros 10 minutos. En todos los casos, la relacién entre la
masa de liquido de impregnacién y la masa de manzana fresca fue de 5
gramos de zumo por gramo de manzana fresca. Las muestras impregnadas
fueron evaluadas en términos de humedad, contenido en sdlidos solubles,
actividad del agua, contenido microbiano, textura y color.

Ensayos de liofilizacién.

En los ensayos de estabilizacibn por aplicacion de la técnica de
liofilizacion, las muestras de manzana impregnadas se congelaron durante 6
horas a -45° C en un ultracongelador Dycometal (Barcelona, Espafia).
Posteriormente, el agua contenida en las mismas se sublimé en un
liofilizador LIOALFA 6-80 a una temperatura de -40° C y a una presion de
vacio de 0.1 mbar, durante 12 y 24 horas. Las muestras liofilizadas se
caracterizaron en términos de humedad, contenido microbiano, textura y
color.

Ensayos de deshidratacion osmética.

En los ensayos de estabilizacion por aplicacion de la técnica de
deshidratacion osmoética, las muestras de manzana impregnadas se
sumergieron en disoluciones acuosas de sacarosa 35 y 55 Brix (relacion
1:20 entre la masa de manzana impregnada y la masa de disolucién
osmotica), a temperatura ambiente, agitadas con una velocidad de 600 rpm
para obtener una disolucion homogénea. A diferentes tiempos a lo largo del
proceso de deshidratacion osmdtica, las muestras se caracterizaron en
términos de contenido en sdlidos solubles y contenido microbiano. Dichos
tiempos fueron establecidos de acuerdo a estudios previos de cinética en los
gue se analizé la variacion en la composicion de la fase liquida de las
muestras hasta alcanzar el equilibrio composicional. Al final del proceso,
cuando la composicién de la fase liquida de las muestras se igual6 a la de la
disolucion osmética empleada, las muestras de manzana se evaluaron en
términos de humedad, actividad del agua, textura y color.

Recuento de microorganismos: determinacién de viables.

El contenido en microorganismos se determiné por duplicado por el
procedimiento de siembra en placa, incubacion y conteo. La siembra se
realizé en profundidad y con doble capa de agar MRS (Scharlau Chemie ®,
Barcelona, Espafa) para garantizar condiciones anaerobias. Las placas
resultantes se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

Para determinar el contenido microbiano en las muestras sélidas, se
mezclé una masa de muestra conocida con agua de peptona (Scharlau
Chemie ®, Barcelona, Espafia) en una proporcién de 9 mL por gramo de
muestra. La mezcla se tritur6 y homogeneiz6 en una bolsa stomacher. En el
caso de las muestras liofilizadas, éstas fueron previamente rehidratadas



utilizando una relacion de 50 mL de liquido (medio de crecimiento) por
gramo de manzana y manteniendo las muestras sumergidas durante 24
horas y a temperatura ambiente.

El conteo del nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) por
mililitro de zumo inoculado y por gramo de muestra solida se llevo a cabo en
las placas cuyo numero de colonias se encontraba entre 30 y 300.

Determinaciones analiticas.

Todas las determinaciones analiticas descritas en este apartado se
realizaron, al menos, por triplicado.

DENSIDAD APARENTE

La determinacion de la densidad aparente se realiz6 con un picnémetro
de liquidos a 25 °C y utilizando agua destilada como liquido de referencia.
Para calcular la densidad de los zumos (kg/m®) se utilizé la ecuacién 1:

~ P, —P,
pliquido - pagua P _ P (1)
2 0

donde: Py = peso picndmetro vacio (g); P,= peso del picnémetro lleno del
liquido a determinar su densidad (g); P> = peso del picnémetro lleno del
liquido de referencia (g).

DETERMINACION DEL pH

La determinacion del pH se realizd6 con un potenciometro con sistema
autocalibrante (pH Meter S20, METTLER TOLEDO SevenEasy) y capaz de
trabajar con compensacion automatica de temperatura.

HUMEDAD

El contenido en agua de las muestras de manzana impregnadas,
liofilizadas y deshidratadas osmoéticamente se determind segun el método
oficial 20.013 de la AOAC (2000) para frutas ricas en azUcar. Este método se
basa en la determinacion de la pérdida de peso que experimenta la muestra
cuando se coloca en una estufa de vacio a 60 °C hasta alcanzar peso
constante. La humedad de las muestras a partir de los pesos obtenidos se
calcula con la ecuacion 2:

X, = i (2)

donde: x,, = fraccibn masica de agua (kg agua/kg muestra); Mo = peso del
recipiente vacio (kg); M1 = My + peso de la muestra antes de su secado en
estufa (kg); M2 = Mg + peso de la muestra tras su secado en estufa (kg).



INDICE DE REFRACCION Y CONTENIDO EN SOLIDOS SOLUBLES

La determinacion del indice de refraccion se realizd con un refractdmetro
(Abbe Atago 89553 marca Carl Zeiss) termostatado a 20 °C.

ACTIVIDAD DEL AGUA (aw)

Las determinaciones se realizaron empleando un higrometro (Water
activity meter FA-st lab con sensibilidad del 0.001), que permite obtener una
medida directa de la actividad del agua con un sensor infrarrojo de precision
superior al 2% introduciendo un volumen de muestra de aproximadamente 3
cm® en la camara de medida. Previamente a la toma de medidas, se calibré
el equipo con una disolucion salina saturada cuya actividad del agua es
conocida: sulfato de potasio (K2SO4. aw= 0.973).

PROPIEDADES MECANICAS

Las propiedades mecéanicas de las muestras sélidas se evaluaron
mediante un ensayo de puncion llevado a cabo con un analizador de textura
marca Stable Micro Systems, modelo TA.XT plus y software Texture
Exponent 32 version 2,0,6,0.

El ensayo se realiz6 con una sonda cilindrica de acero inoxidable de 2
mm de didmetro a temperatura ambiente. Las condiciones del ensayo
fueron: velocidad de avance del punzén de 2.0 mm/s, fuerza de activacién
de 0.04903 N, distancia recorrida por la sonda de 10 mm y celda de carga de
50 kg. Los datos obtenidos en cada ensayo fueron fuerza méaxima (N),
tiempo (min) y distancia (mm).

PROPIEDADES OPTICAS

El color de las muestras se midié con un espectrofotbmetro Minolta
modelo CM-3600d, utilizando un iluminante de D65 y un observador
estandar con un angulo de visién de 10° (UNE 40-080, 1984).

Las medidas de color se expresaron en base a las coordenadas CIE
L*a*b*. A partir de las coordenadas de color CIE-L*a*b* se estimaron las
coordenadas psicométricas tono (h*a,) y croma (C*ap) (ecuaciones 3y 4).

* b
h = _—
. = arctg ~ (3)

C., = ar? b+ @)

Asimismo, se estimaron las diferencias de color entre las muestras de
manzana deshidratadas y las impregnadas mediante la ecuacion 5.

AE = (AL *) +(aa*f + (Ab*) (5)



donde: L*= medida de luminosidad; a*= representa una medida del
contenido de rojo o de verde de un color; b*= representa una medida del
contenido de amarillo o azul.

En el caso de las muestras impregnadas y deshidratadas osméticamente,
al tratarse de muestras traslicidas se corrigieron los valores obtenidos de
acuerdo con la teoria de Kubelka-Munk de dispersion de luz mdltiple (Judd y
Wyszecki, 1975; Hutchings,1999; Talens et al.,, 2002) que describe las
propiedades opticas de una muestra a cualquier longitud de onda mediante
un coeficiente de dispersion (S) y otro de absorcién (K). En las muestras
traslicidas una parte de la luz se refleja y otra se transmite de tal manera
que las propiedades de reflectancia pueden variar en funcion del espesor de
la muestra y del fondo utilizado.

K_@R,f (6)
S 2R,
R_=a-b (7)
a:i R+R0_R+Rg (8)
2 R, R,

b= \/iaz ~1) ©)

donde: R.= reflectancia infinita; R= reflectancia de la muestra determinada
sobre fondo blanco; Rg=reflectancia del fondo blanco; Ro= reflectancia de la
muestra determinada sobre fondo negro

Analisis estadisticos.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos consisti6 en un analisis
de la varianza (ANOVA), utilizando el paquete estadistico Statgraphics Plus
5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fisico-quimica del zumo comercial y del liquido de
impregnacion.

En la TABLA 1 se muestran los valores de las principales propiedades
fisico-quimicas analizadas en el zumo comercial y en el liquido de
impregnacion por su influencia sobre el desarrollo del microorganismo
empleado y sobre el rendimiento de la operacién de impregnacion a vacio.



TABLA 1. Parametros fisico-quimicos del zumo comercial y del liquido de
impregnacion. Valores expresados como media * desviacion estandar.

Densidad
o]
pH Bx (g/cm3)
Zumo comercial 3.523 £ 0.006 12.40£0.01 1.048 £ 0.002
Liquido de impregnacion 5.70+0.01 11.72+£0.13 1.046 £ 0.002

Como se puede observar, el pH del zumo de mandarina comercial resultd
considerablemente inferior al recomendado para el crecimiento éptimo del
microorganismo empleado (5.5.-6.2). Como se ha comentado en el apartado
correspondiente de materiales y métodos, para elevar el pH del zumo de
mandarina hasta un valor dentro del rango que, segun estudios previos
(Arilla, 2008; Betoret et al., 2009), garantiza un mayor crecimiento del
Lactobacillus salivarius spp. salivarius, ha sido necesario afiadir bicarbonato
sédico en una proporcion de 9.8 gramos de NaHCO3 por litro de zumo. En
relacién al contenido en sélidos solubles (°Bx), el descenso observado en el
liquido de impregnacion con respecto al zumo comercial se ha explicado
teniendo en cuenta que el Lactobacillus salivarius spp. salivarius es una
bacteria acido-lactica que durante su crecimiento fermenta los azlcares
presentes en el medio produciendo acido lactico.

En cuanto a la densidad aparente, no se observaron diferencias entre los
dos liquidos comparados, por lo que no se esperan diferencias en el
intercambio gas-liquido o en la deformacion que experimentan las muestras
durante la etapa de impregnacion a vacio.

Recuento de microorganismos en el liquido de impregnacién.

Diferentes estudios han puesto de manifiesto que, para conseguir un
efecto favorable contra la infeccidon ocasionada por la bacteria Helicobacter
pylori, la concentracion de microorganismos en el alimento que se ingiere
tiene que ser al menos de 10° UFC/g de producto (International Dairy
Federation, 1992) o de 10’ UFC/g de producto (Cruchet et al., 2003).

El recuento de microorganismos realizado sobre el liquido de
impregnacion alcanzé el valor de (3.3 + 1.4) x 10® UFC/mL. Este
crecimiento, tal y como se ha confirmado en estudios previos (Arilla, 2008;
Betoret et al., 2009), garantiza una concentracién microbiana en los discos
de manzana impregnada lo suficientemente elevada como para tener un
efecto beneficioso en el tratamiento de la infeccibn ocasionada por
Helicobacter Pylori.

Caracterizacion de las muestras impregnadas.

En la TABLA 2 se muestran, para los diferentes espesores estudiados,
los valores de los parametros fisico-quimicos y el contenido microbiano en
los discos de manzana (var. Granny Smith) impregnados con el liquido de
impregnacion.



TABLA 2. Parametros fisico-quimicos y contenido microbiano de las
muestras impregnadas. Valores expresados como media * desviacién
estandar.

Parametros fisico-quimicos Contenido microbiano
Espesor
(mm) Xw aw °Bx UFClg Log (UFC/g)
2.5 0.86714 + 0.00104 0.985 £ 0.002 12.3+0.4 (1+2)x 10° 8.0+04
7.0 0.862 + 0.003 0.985 £ 0.002 12.2+0.3 (1+2)x 10° 7.8+0.4

Como era de esperar, los valores de humedad y actividad del agua de la
manzana impregnada fueron elevados y similares a los que presenta la fruta
fresca sin procesar, no observandose diferencias notables entre los
diferentes espesores estudiados.

Respecto al contenido microbiano de las muestras impregnadas, éste
resulté del orden de 10® UFC/g por lo que, de acuerdo con las
especificaciones de la International Dairy Federation, podemos afirmar que
cumplen con los requisitos necesarios para ejercer un efecto beneficioso
contra la infeccién ocasionada por Helicobacter pylori. Como en el caso de
los otros parametros analizados, el recuento de viables en las muestras
impregnadas resulté ser independiente del espesor de las mismas.

Estudio del efecto de la operacién de liofilizacion sobre el contenido
microbiano y las propiedades mecéanicas y 6pticas de muestras de
manzana impregnadas.

CONTENIDO MICROBIANO

Log10(UFC/g)

\% Congelada Lio_12h Lio_24h
B25mm ®7.0mm

FIGURA 1. Evolucién del contenido microbiano en las distintas etapas del
proceso de liofilizacion.

En la figura 1 se muestran los valores de los recuentos efectuados sobre

las muestras impregnadas, congeladas vy liofilizadas durante 12 y 24 horas.
Como se puede observar, la concentracién de L. salivarius spp. salivarius
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resulté en todos los casos del orden de 10% y 10°. Por lo tanto, ni los
diferentes espesores ensayados ni los diferentes tratamientos aplicados
influyeron de forma significativa sobre la supervivencia del microorganismo.
Ademas, de acuerdo con las especificaciones de la International Dairy
Federation, es posible afirmar que los productos analizados ejercen un
efecto beneficioso contra la infeccion ocasionada por Helicobacter pylori.

PROPIEDADES MECANICAS

Tal y como se ha comentado en el apartado correspondiente de
materiales y métodos, las propiedades mecanicas de las muestras
impregnadas y liofilizadas se evaluaron mediante un ensayo de puncion.
Para cada muestra se represento la fuerza (N) en funcién de la distancia
(mm) y se obtuvieron los valores de fuerza maxima (N), distancia que recorre
el émbolo hasta la rotura de la muestra (mm) y se calculé el area
comprendida bajo la curva (N-mm) (TABLA 4). Segun Prothon et al. (2001),
la fuerza méaxima requerida para atravesar la muestra esta relacionada con
la resistencia del producto a la fractura o firmeza y el area encerrada bajo la
curva esté relacionada con la energia empleada en romper la muestra.

En la FIGURA 2 se muestra, para los diferentes espesores estudiados,
un ejemplo de las curvas fuerza-distancia obtenidas en los ensayos de
puncién realizados sobre las muestras impregnadas y las muestras
liofilizadas durante 12 y 24 horas.

Fuerza (N)

9 10

Distancia (mm)
—IV-25mm —V-7.0mm —12h-25mm

==12h-7.0 mm ——24h -2.5mm ===24h-7.0 mm

FIGURA 2. Curvas fuerza-distancia obtenidas en el ensayo de puncién de
las muestras impregnadas y liofilizadas.

Como se puede observar, tanto las curvas de las muestras impregnadas
como las curvas de las muestras liofilizadas 24 horas presentaron multiples
fracturas y una mayor pendiente previa a éstas. Este comportamiento en las
muestras impregnadas esta probablemente asociado a la existencia de
turgencia celular, mientras que en las muestras liofilizadas durante 24 horas
se ha explicado en términos de la mayor cantidad de agua eliminada en el
proceso, lo que probablemente les confiera una textura de tipo crujiente. Por
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el contrario, las curvas de las muestras liofilizadas 12 horas presentaron una
reduccién en la fuerza tras una Unica fractura. Cabe resaltar, ademas, que
las curvas de las muestras liofilizadas 12 horas experimentaron una mayor
deformacion previa a la fractura, lo que podria estar relacionado con el
estado gomoso alcanzado por las mismas al final del proceso,
especialmente en el caso de las muestras de mayor espesor.

TABLA 4. Efecto de la duracién del proceso de liofilizacion y del espesor de
las muestras sobre la humedad final y las propiedades mecanicas. Valores
expresados como media + desviacion estandar.

Espesor Humedad Fuerza Distancia Area
Muestra (mm) x,,na N) (mm) (N-mm)
N 2.5 0.86714 + 0.00104 2.0+0.6% 1.5 +0.2° 5+ 22
7 0.862 + 0.003 1.82+0.13%° 277+1.05° 9.9+0.6°
Lio13 h 2.5 0.073 + 0.005 6.0 £ 0.8° 4.6+0.6° 19 + 4°
- 7 0.123 + 0.005 7.74 + 1.03° 7+29 27 + 4°
. 2.5 0.054 + 0.004 45+0.7° 2.4+0.6 9+3°
Lio24 h 5 B <
- 7 0.056 + 0.002 46+0.9 2.6+0.9 13+2

Valores con diferentes superindices en la misma columna son significativamente diferentes
(p £0.05).

El andlisis multiple de la varianza realizado con el objeto de determinar si
existen diferencias significativas entre los valores obtenidos puso de
manifiesto que, con un nivel de confianza del 95%, los factores tiempo de
liofilizacion y espesor de las muestras ejercen un efecto estadisticamente
significativo sobre las propiedades mecanicas evaluadas. Ademas, la
existencia de interacciones dobles en el modelo indica que el efecto que un
factor tiene sobre los valores obtenidos depende del resto de los factores.

En el caso concreto de la fuerza maxima se observa que las muestras
liofilizadas necesitaron de una fuerza mayor para romperse, lo que es logico
pues la deshidratacion implica pérdida de turgencia celular y de firmeza.
Entre las muestras liofilizadas, el aumento en la duracién del proceso se
tradujo en un descenso en el valor de fuerza maxima, lo que se puede
explicar en funcion de los valores de humedad mas bajos alcanzados por
dichas muestras conforme aumenta la duracién del proceso.

En general, no son significativas, desde un punto de vista estadistico, las
diferencias entre los parametros analizados para un mismo tiempo de
liofilizacion en funcion del espesor. Unicamente en el caso de las muestras
procesadas durante 12 horas, cuando las diferencias entre los contenidos en
agua de los dos espesores fue mas acusado, las muestras mas hamedas
presentaron valores de fuerza maxima significativamente mas elevados.

Con respecto a los demas parametros evaluados, la variaciéon de los
mismos con el tiempo y el espesor de las muestras resultdé muy similar al
comentado para el caso de la fuerza maxima.

PROPIEDADES OPTICAS
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Tal y como se ha comentado en el apartado correspondiente de
materiales y métodos, se midié el color de las muestras impregnadas y
liofilizadas durante 12 y 24 horas. En la TABLA 5 se muestran las
coordenadas de color en el espacio CIE L*a*b*, asi como las coordenadas
psicrométricas croma (C*a,) Y tono (h*ap).

TABLA 5. Efecto del tratamiento, la duracion del proceso de liofilizacion vy el
espesor de las muestras sobre las propiedades O6pticas de las mismas.
Valores expresados como media + desviacion estandar.

Muestra E?ﬁﬁi)o ' L* a* b* C*a h*4
N 2.5 55 + 2° -1.0+0.3* 14.0+1.3° 140+1.3° 942+1.2°
7 344+14° -07+05° 892+1.13* 896+1.12° 95+ 3°
Lio13 h 25 85.7 +1.3° 5+ 2° 47 + 3° 47 + 3° 84 + 22
- 7 86 + 3°¢ 3.3+0.7° 41 + 3° 41 + 3° 85.4+0.7°
Lioo4 h 25 88.0+1.4° 06+03° 39+ 2° 39+ 2° 89.1 + 0.4°
- 7 86.9+15% 1.2+05" 39 +2° 39+2° 88.5+0.8°

Valores con diferentes superindices en la misma columna son significativamente diferentes
(p < 0.05).

Observando los valores de la tabla, puede afirmarse que hay dos grupos
de muestras claramente diferenciados, las muestras impregnadas y las
liofilizadas, presentando estas Ultimas mayores valores de las coordenadas
de color en todos los casos.

b*
70 4

50 4 %
40 + % i
30 1
20 1

ey,

-a* T T T © T T T o a*
-10 -7,5 -5 -2,5 25 5 75 10

-10 4

207 12 24
-b* Tiempo de Liofilizacién (h)

OFresca_2.5mm @ Fresca_7.0mm 0 V_25mm ® V_7.0mm 2.5mm m7.0mm
12h 25mm ®12h 7.0mm 0 24h_2.5mm ® 24h_7.0mm

FIGURA 3 (l). Distribucion de las coordenadas a* y b* de las muestras
frescas, impregnadas v liofilizadas..

FIGURA 3 (ll). Las diferencias globales de color de las muestras liofilizadas
respecto a las muestras impregnadas.

En el caso de las muestras impregnadas, se registraron valores negativos
de la coordenada a* y significativamente menores de la coordenada b*, lo
gue indica un color verdoso, mas parecido al de la manzana fresca. Entre las
muestras liofilizadas, las procesadas durante 12 horas presentaron valores
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significativamente mayores de las coordenadas a* y b* lo que pone de
manifiesto que éstas alcanzaron un color mas anaranjado al final del proceso
(FIGURA 3(1)).

Por lo que respecta a la coordenada L*, la liofilizacién produjo, con
independencia de la duracién del proceso y del espesor de las muestras, un
aumento notable en la luminosidad. Esto puede deberse a que, después de
la liofilizacion los espacios intercelulares que antes estaban llenos de liquido,
ahora estan llenos de aire, adquiriendo el tejido un aspecto mas opaco que
se traduce en un color mas blanquecino.

En general, el efecto del espesor de las muestras sobre las propiedades
Opticas analizadas result6 mas evidente en aquellas muestras sometidas a
tiempos cortos de procesado (muestras impregnadas y liofilizadas 12 horas).

Observando los valores obtenidos para las coordenadas psicométricas
croma (C*y) y tono (h*y) puede afirmarse que, en el caso del croma, la
tendencia de valores asi como los grupos de muestras observados son los
mismos que para las coordenadas CIE L*a*b*, mientras que en el caso del
tono estas diferencias se compensan.

En la FIGURA 3(Il) se representan las diferencias globales de color
evaluadas con respecto a las muestras impregnadas. El cambio de color
observado se debe a la pérdida de agua que tiene lugar durante el proceso
de liofilizacion. Como se puede comprobar, las diferencias observadas en
este parametro se deben Unicamente al espesor de muestra y no a la
duracion del tiempo de liofilizacion.

Estudio del efecto de la operacién de deshidratacion osmética sobre el
contenido microbiano y las propiedades mecanicas y Opticas de
muestras impregnadas.

El analisis de la composicion de la fase liquida de las muestras (FIGURA 4)
puso de manifiesto el efecto del espesor de las mismas en su evolucién
hacia el equilibrio composicional. Como cabia esperar, las muestras de
mayor espesor tardaron mas tiempo en igualar la composicién de su fase
liquida a la de la disolucion osmotica exterior, siendo este fendémeno
especialmente notable en el caso de las muestras procesadas con la

disolucion mas concentrada.
60

50 -

T T T T T T T T T
0 25 5 7,5 10 125 15 175 20 225 25
Tiempo (h)

—8—35°Bx_2.5mm =—e=35°Bx_7.0mm —=—55°Bx_2.5mm =—e—55°Bx_7.0mm

FIGURA 4. Evolucién del contenido en solidos solubles en la composicion de
la fase liquida de las muestras.
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CONTENIDO MICROBIANO

La FIGURA 5 muestra los recuentos obtenidos a diferentes
concentraciones de sacarosa alcanzadas en la fase liquida de las muestras.
Colores de barras diferentes hacen referencia a las dos disoluciones
osmoticas empleadas.

Como puede observarse, la concentracion de L. salivarius spp. salivarius
en las muestras deshidratadas osméticamente resulté del orden de 10" y 10®
en todos los casos. Ademas, ni el espesor de muestra ni las concentraciones
de sacarosa alcanzadas en la fase liquida influyeron de forma significativa
(con un nivel del confianza del 95%) en la supervivencia del microorganismo
empleado. Del mismo modo, la presion osmotica inicial no afect6 al
contenido microbiano ya que, partiendo de dos disoluciones osméticas
diferentes, se obtuvieron los mismos resultados al alcanzarse los 35 °Bx en
la fase liquida de las muestras.

=
o
)

9
8
§ 7
Q o --
2 5
E]
o 4
o
-1 3
2
1
0
35 45 55
30 (°Bx)
B DIS 35°Bx_2.5mm W DIS 35°Bx_7.0mm
4 DIS 55°Bx_2.5mm M DIS 55°Bx_7.0mm

FIGURA 5. Evolucion del contenido microbiano para las diferentes
concentraciones de sélidos solubles (°Bx) en la fase liquida de las muestras
deshidratadas osmaéticamente.

Por dUltimo, cabe resaltar que, en todos los casos, las muestras
presentaron un contenido microbiano suficiente para, de acuerdo con las
especificaciones de la International Dairy Federation, garantizar un efecto
beneficioso contra la infeccion ocasionada por el Helicobacter pylori.

PROPIEDADES MECANICAS

Tal y como se ha comentado en el apartado correspondiente de
materiales y métodos, las propiedades mecanicas de las muestras
impregnadas y deshidratadas osmoticamente se evaluaron mediante un
ensayo de puncion. La FIGURA 6 muestra, para las diferentes disoluciones y
espesores estudiados, el comportamiento de las curvas fuerza-distancia de
las muestras impregnadas y deshidratadas.
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3,0

Fuerza (N)

4 5 6
Distancia (mm)
—NM-25mm =—IV-7.0mm ——35%Bx - 2.5 mm
—=35%Bx-7.0mm ——55%Bx - 25 mm =—55%x - 7.0 mm

FIGURA 6. Curvas fuerza-distancia obtenidas en los ensayos de puncién de
las muestras deshidratadas osmoéticamente.

Como se puede observar, el comportamiento de las curvas de las
muestras impregnadas y deshidratadas osméticamente en los espesores
estudiados fue muy similar, presentando multiples fracturas. Este resultado,
unido al aumento en la distancia recorrida por el émbolo hasta que se
produce la rotura de la muestra, pone de manifiesto que los cambios en las
propiedades mecénicas asociados a la deshidratacion osmotica afectaron
fundamentalmente a las capas de tejido mas préximas a la interfase,
manteniendo el tejido interno la turgencia caracteristica del tejido fresco.

Ademas, como cabia esperar, la deformacién previa a la rotura resultd
mas elevada en las muestras deshidratadas con la disolucion osmética de
mayor concentracion por presentar éstas un mayor grado de alteracién
celular.

TABLA 7. Efecto de contenido de solidos solubles y el espesor de las
muestras deshidratadas osméticamente sobre la humedad y las propiedades
mecéanicas de las mismas. Valores expresados como media + desviacion
estandar.

Fuerz Distanci Ar

°Bx E?r?]i?)or Humedad u(eN) a ?rtnam(): a (N-n?ri)

v 25 0.86714 + 0.00104 2.0+0.6° 1.5+0.2° 5+ 2°
7 0.862 + 0.003 1.82+0.13° 2.77 +1.05° 9.9+0.6°

35 25 0.679 + 0.004 2.1+ 0.92 26+0.8° 6+ 3°

7 0.75+ 0.02 2.4 +0.6° 3.16 + 1.02° 10+ 3°

55 25 0.48 + 0.05 2.4+0.9° 49+1.2° 7+3%°

7 0.496 £ 0.009 2.5+0.8° 46+1.2° 8+ 2"

Valores con diferentes superindices en la misma columna son significativamente
diferentes (p < 0.05).

En el caso concreto de la fuerza méaxima, no se observaron diferencias

significativas en los valores obtenidos. Por otra parte, mientras que la
distancia recorrida por el émbolo hasta romper la muestra se vio afectada
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por el tratamiento empleado, aumentando conforme aumentaba el contenido
en solidos solubles de la fase liquida externa (muestras mas deshidratadas y
consecuentemente mas gomosas), el area o energia empleada en romper la
muestra se vio afectada Unicamente por el espesor.

PROPIEDADES OPTICAS

Tal y como se ha comentado en el apartado correspondiente de
materiales y métodos, se midieron las propiedades Opticas de las muestras
impregnadas y deshidratadas osméticamente. En la TABLA 8 se muestran
las coordenadas de color en el espacio CIE L*a*b*, asi como las
coordenadas psicrométricas croma (C*ap) y tono (h*ap).

TABLA 8. Efecto del contenido en sdélidos solubles (°Bx) y el espesor de las
muestras sobre las propiedades 6pticas de las mismas. Valores expresados
como media + desviacion estandar.

Espesor

OBXx (mm) L* a* b* C*ap h*ap
" 25 55 + 2° -1.0+0.3° 14.0 + 1.3 140+1.3*  94.20+1.15°
7 34,4+ 1.48° -0.7+05° 892+1.13* 8.96+1.12° 95 + 3°
35 25 34+ 42 -0.8+0.7° 12 +5° 12 +5° 93.2+1.8°
7 30+ 9° -1.5+0.8° 12+7° 12+7° 99 +4°
- 25 40 + 10° -0.4+0.6° 18+3° 18+3° 91+ 2°
7 36 + 6% -0.3+0.7% 13+3% 13+3% 89 +3°

Valores con diferentes superindices en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Observando los valores de la tabla, puede afirmarse que las muestras
impregnadas y las muestras deshidratadas osmoéticamente presentan
valores similares de las coordenadas CIE L*a*b*, asi como de las
coordenadas psicrométricas croma (C*ap) y tono (h*ap).

h* 30 1

-10
-h*

OR ¥

OFresca_25mm @ Fresca_7.0mm [ N_25mm ® V_7.0mm 2.5 mm m7.0mm
[135°Bx_25mm  ®35°%Bx 7.0mm [55°Bx 2.5mm @ 55°Bx_7.0mm

[ I
FIGURA 7 (l). Distribucion de las coordenadas a* y b* de las muestras
frescas, impregnadas y deshidratadas.

FIGURA 7(ll). Las diferencias globales de color de las muestras
deshidratadas respecto a las muestras impregnadas.
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Después de realizar el analisis estadistico, se determing, con un nivel de
confianza del 95%, que el contenido en sdlidos solubles de la fase liquida y
el espesor de las muestras afecta de forma significativa a las coordenadas
de color. Pero tal y como puede observarse en la TABLA 8 y en la FIGURA
7(1), estas diferencias son minimas y no es posible establecer ninguna
tendencia para los valores obtenidos.

En la FIGURA 7(Il) se representan las diferencias globales de color
evaluadas con respecto a las muestras impregnadas. Como se puede
comprobar, las diferencias globales de color observadas se deben
Unicamente al espesor de muestra y no a la concentracion de la fase liquida,
presentandose las mayores diferencias de color para las muestras de menor
espesor (2.5 mm), lo que es logico puesto que a espesores mas pequefos
las variaciones de color son mas notables.

CONCLUSIONES

Los dos métodos de deshidratacibn empleados en este trabajo son
validos para estabilizar las muestras de manzana impregnadas con zumo de
mandarina inoculado con L. salivarius spp. salivarius y no afectan
negativamente a las propiedades Opticas y mecéanicas estudiadas. Si bien en
ambos metodos se consiguen crecimientos microbianos suficientes para
cumplir con las especificaciones de la International Dairy Federation y de
este modo, ejercer un efecto beneficioso contra la infeccion ocasionada por
la bacteria Helicobacter pylori, parece que en la liofilizacion es posible
obtener crecimientos un poco mas elevados.

Asi pues, la eleccién de una operacion de estabilizacién u otra dependera
de las caracteristicas buscadas en el producto final en cada caso concreto.
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