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RESUMEN

La liofilizacion a presion atmosférica (LPA), aunque es un proceso lento, permite
obtener productos de alta calidad. La aplicacién de ultrasonidos de potencia (US) es
una alternativa para su intensificacion. La superficie de las muestras es otra de las
variables importantes para acelerar el proceso. Sin embargo, ambos factores
pueden afectar a la calidad del producto. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de la aplicacién de US y de la superficie de las muestras en el potencial
antioxidante de manzana.

Para ello, se estudié la aplicacion de US (185 W) en laminas de manzana
fresca. Se determiné el contenido de fenoles totales (FT), capacidad antioxidante
(AC) y vitamina C (AA) inmediatamente después del tratamiento y en muestras
almacenadas durante 3 dias a 4 °C. Por otro lado, se secaron (LPA; -10 °C)
muestras cilindricas (diametro: 9 mm y altura: 30 mm) y laminares (30 x 30 x 10
mm), sin y con US (21.7 kHz, 75 W). En las muestras deshidratadas se determing el
contenido de FT, CAy AA.

La aplicacién de US en manzana fresca inicialmente redujo el contenido de FT
aungue después de 3 dias de almacenamiento éste fue superior. En cuanto a la
LPA, el tiempo de secado para muestras cilindricas fue un 45% menor que para las
muestras laminares dado su mayor relacién superficie/masa. La aplicacion de US
redujo hasta el 88% el tiempo de secado. En general, la LPA redujo el contenido de
AA y CA. Su retencion fue significativamente mayor en laminas que en cilindros
debido a su menor relacion superficie/masa. El secado con US incrementd la
degradaciéon de AA y redujo la CA, probablemente debido al dafio celular producido
por las ondas acusticas y la mejora en la transferencia de oxigeno.
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RESUM

La liofilitzacié a pressio atmosférica (LPA), encara que és un procés lent, permet
obtenir productes d'alta qualitat. L'aplicacié d'ultrasons de poténcia (US) és una
alternativa per a la seua intensificacio. La superficie de les mostres é€s una altra de
les variables importants para accelerar el procés. No obstant aix0, els dos factors
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poden afectar a la qualitat del producte. L'objectiu d'aquest treball va ser avaluar
I'efecte de l'aplicaci6 de US i de la superficie de les mostres en el potencial
antioxidant de poma.

Per a aix0, es va estudiar I'aplicacié d'US (185 W) en lamines de poma fresca.
Es va determinar el contingut de fenols totals (FT), capacitat antioxidant (AC) i
vitamina C (AA) immediatament després del tractament i en mostres
emmagatzemades durant 3 dies a 4 °C. D'altra banda, es van assecar (LPA; -10 °C)
mostres cilindriques (diametre: 9 mm i altura: 30 mm) i laminares (30 x 30 x 10
mm), sense i amb US (21.7 kHz, 75 W). En les mostres deshidratades es va
determinar el contingut de FT, CA i AA.

L'aplicacio de *US en poma fresca inicialment va reduir el contingut de FT
encara que despres de 3 dies d'emmagatzematge, aguest va ser superior que el
trobat a les mostres no tractades. Quant a la LPA, el temps d'assecat per a mostres
cilindriques va ser un 45% menor que per a les mostres laminares donat la seva
major relacié superficie/massa. L'aplicacié d'US va reduir fins al 88% el temps
d'assecat. En general, la LPA va reduir el contingut de AA i CA. La seva retenci6 va
ser significativament major en lamines que en cilindres a causa de la seva menor
relacié superficie/massa. L'assecat amb US va incrementar la degradaci6é de AA i
va reduir la CA, probablement a causa del dany cel-lular produit per les ones
acustiques i la millora en la transferéncia d'oxigen.

PARAULES CLAU: ultrasonic, deshidratacid, assecat, qualitat, antioxidants

ABSTRACT

Atmosphere freeze drying (AFD) is a slow process that provides high quality
dried products. Power ultrasound (US) can be used to intensify this process and the
sample surface is another important factor to be into account to accelerate it.
However, both factors can affect product quality. Therefore, the aim of this work was
to address the influence of ultrasound application and the sample surface on the
antioxidant potential of apple.

For that purpose, it was assessed the influence of US application (185 W) on
fresh apple slabs. Total phenolic content (TPC), vitamin C (AA) and antioxidant
capacity (AC) were measured immediately after US treatment and after storage for 3
days at 4 °C. Furthermore, slabs (30 x 30 x 10 mm) and cylinders (diameter: 9 mm
and height: 30 mm) samples were dried (AFD; -10°C) without and with US (21.7
kHz, 75 W). In dried apple, TPC, AA and AC were also analyzed.

The US application reduced TPC in fresh apple just after treatment but after 3
days of storage, treated samples showed higher TPC than untreated ones. The
drying time was 45% lower for cylindrical samples lower than for slabs ones
probably due to their higher ratio surface/mass. The US application sped up the
drying kinetics, achieving drying time reductions of up to 88%. In general, AFD
produced a reduction on the retention of both the AA and AC. The retention was
significantly higher for slabs than for cylinders. This fact can be also related to their
lower ratio surface/mass. The US application significantly reduced the AA and AC
retention probably due to some cellular damage produced by the acoustic waves
and the oxygen transfer improvement.

KEYWORDS: ultrasonic, dehydration, drying, quality, antioxidants



INTRODUCCION

La liofilizacion a presion atmosférica (LPA) es un proceso de secado
convectivo durante el cual el producto se mantiene congelado y la
eliminaciéon del agua se produce por sublimacion. Como indica su nombre, y
a diferencia de la liofilizacion a vacio, el proceso tiene lugar a presion
atmosférica. En estas condiciones, es imprescindible utilizar un aire de
secado con una humedad relativa muy baja para conseguir un gradiente de
presiones de vapor que posibilite la sublimacion y el transporte del agua
(Santacatalina et al., 2015b, Garcia-Pérez et al., 2012, Claussen et al.,
2007). La cinética de deshidratacion por LPA depende, entre otras variables,
de la temperatura de secado, el espesor del material (tamafio del producto),
o el contenido inicial de humedad (Claussen et al., 2007).

La LPA permite obtener productos de una calidad sensorial, nutricional y
funcional comparable a los que se consiguen por liofilizacion a vacio, y
mayor que la de aquellos productos obtenidos por deshidratacion por aire
caliente (Santacatalina et al., 2014, Garcia-Pérez et al., 2012). Sin embargo,
el principal inconveniente de este proceso es la baja velocidad de secado.
Esto incrementa mucho los costes del mismo y resulta necesario intensificar
el proceso. Para ello, se puede plantear el uso de una tecnologia alternativa
gue acelere la cinética de la operacion y que mantenga, al mismo tiempo, la
calidad del producto (Garcia-Pérez et al., 2012).

En los dltimos afos, la aplicacion de US ha sido propuesta como una
opcién para mejorar la transferencia de materia y energia en los procesos de
secado convencional por aire caliente de frutas y vegetales (Garcia-Pérez et
al.,, 2012). Asi, la aplicaciéon US durante el secado produce una serie de
efectos mecénicos, tanto en interfase sélido-gas como en el interior del
material a ser deshidratado, que incrementan la cinética de deshidratacion
con un bajo efecto térmico (Awad et al., 2012, Carcel et al., 2012). Cuando
una onda ultrasénica atraviesa un material solido, induce una serie de
compresiones y expansiones que producen el denominado “efecto esponja”.
Este estrés mecanico puede ademas inducir la formaciéon de microcanales
que facilitan la salida de agua del alimento al reducir la resistencia interna al
transporte de materia. Por otro lado, los US generan microcorrientes en las
interfases solido-gas y cambios en la turbulencia del aire que contribuyen a
disminuir el espesor de la capa limite de difusiébn y, por lo tanto, la
resistencia externa a la transferencia de materia (Carcel et al., 2012). La
magnitud del efecto de la aplicacién de US depende de variables del proceso
como la temperatura y la velocidad del aire, la densidad de la carga masica,
la energia acustica aplicada o las caracteristicas del material a ser
procesado (Garcia-Pérez et al., 2012, Carcel et al., 2012, Carcel et al., 2011,
Santacatalina et al., 2015b, Ozuna et al.,, 2014a, Gamboa-Santos et al.,
2014)

En el caso mas concreto de la LPA de frutas, vegetales y pescado, la
aplicacion de US incrementa la velocidad de transferencia de masa
reduciendo significativamente el tiempo de proceso debido a la mejora de la
difusién de vapor y la conveccion externa (Cércel et al., 2012, Santacatalina
et al., 2014, Ozuna et al., 2014b, Garcia-Pérez et al., 2012, Santacatalina et



al., 2015b, Santacatalina et al., 2012, Bantle y Eikevik, 2011). En este
sentido, la aplicacion de US constituye una alternativa interesante para la
intensificacion de los procesos de LPA. Sin embargo, su efecto en la calidad
nutricional y funcional de los productos obtenidos estd todavia poco
estudiado.

La manzana es una fruta muy consumida a nivel mundial, tanto en fresco
como procesada en diferentes productos como zumos, mermeladas o
incluso en forma deshidratada. Esta Gltima se usa en la preparacion de
diferentes alimentos como snacks, cereales para desayuno y otros alimentos
funcionales. Se ha identificado como una fuente importante de fibra,
polifenoles, acido ascoérbico, azlcar, acidos organicos, y minerales (Reyes et
al., 2011). Sus propiedades antioxidantes se aducen principalmente al
elevado contenido de compuestos fendlicos (Vrhovsek et al., 2004, Heras-
Ramirez et al., 2012). Sin embargo, éstos pueden verse afectados durante el
proceso de LPA (Santacatalina et al., 2014, Reyes et al., 2011, Stawczyk et
al., 2007). Asi, Stawczyk et al. (2007) determinaron que el secado convectivo
de cubos de manzana a bajas temperaturas (entre -4 y -16°C) redujo
significativamente la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles
con respecto a la muestra fresca. En el caso de laminas de manzana,
(Reyes et al.,, 2011) observaron que la LPA produjo una importante
reduccion en el contenido de polifenoles totales (39%) y acido ascoérbico
(70%), mientras que la capacidad antioxidante se vio afectada en menor
forma (6%), en comparacién con los productos obtenidos mediante
liofilizacién al vacio. Por su parte, Santacatalina et al. (2014) concluyeron
que la aplicacién de US (20 kw/m?®) durante la LPA de cubos de manzana a -
5y -10°C, incremento la velocidad de transferencia de masa, reduciendo
hasta el 77% el tiempo de secado. Sin embargo, se evidencié una mayor
degradacion de los compuestos polifenélicos y una mayor reducciéon de la
capacidad antioxidante en comparacioén con las muestras deshidratadas sin
asistencia de ultrasonidos.

Por otro lado, durante el secado, la superficie que ofrecen las muestras
para el intercambio (relacionada con su tamafio y su geometria), y que es
uno de los factores que mas influyen en el tiempo de proceso (Claussen et
al., 2007), también podria afectar a aspectos de calidad de los productos
obtenidos. Sin embargo, no se han encontrado referencias acerca de
estudios de la influencia de este factor en el potencial antioxidante de los
productos.

Por ello, el objetivo de este trabajo fue el estudio de ambos factores, la
superficie de intercambio de las muestras y la aplicacion de ultrasonidos, en
algunos parametros relacionados con la calidad de los productos obtenidos
por liofilizacion a presion atmosférica como es la capacidad antioxidante, el
contenido fendlico o la capacidad de retencion de vitamina C.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se dividi6 en dos etapas principales. En la
primera, se estudid la influencia de los US en el potencial antioxidante de



laminas de manzana fresca, inmediatamente después de su aplicacion y
después de un corto almacenamiento en refrigeracion (4°C). En la segunda
etapa, se analizo la influencia de la superficie de intercambio de la muestra
(laminas y cilindros) y de la aplicacion de ultrasonidos durante el secado en
el potencial antioxidante de manzana deshidratada.

Materia prima

Para las experiencias se utilizaron manzanas (Malus domestica cv.
Granny Smith) adquiridas en un mercado local de la ciudad de Valencia,
Espafa. Las frutas se seleccionaron con un tamafio y grado de madurez
uniforme y se almacenaron a 4+1 °C hasta su procesado.

Para la primera parte del estudio, se utilizaron laminas de manzana (30 x
30 x 10 mm) obtenidas de la parte central de la pulpa de las frutas. Las
muestras fueron pretratadas, para evitar el pardeamiento enzimatico,
mediante su inmersion en una solucion al 1% &cido citrico (p/v) durante 10
minutos. La relacion utilizada entre solucion y muestra fue de 4:1 (p/p).
Después, se secaron con papel absorbente e inmediatamente se trataron
con US como se describe en el apartado siguiente.

En la segunda parte del estudio se trabajé con muestras de dos
geometrias diferentes: laminas (LAM; 30 x 30 x 10 mm) y cilindros (CIL; 30
mm de largo y 9 mm de didmetro). En este caso, para evitar el pardeamiento
enzimatico durante las posteriores experiencias de secado, las muestras
fueron pretratadas por inmersion en una solucién de acido ascérbico y acido
citrico al 2 y 1% (p/v), respectivamente. Al cabo de 10 min, se extrajeron y se
secaron con papel absorbente. Posteriormente, las muestras se colocaron
en un portamuestra, se introdujeron en una bolsa de plastico totalmente
impermeable y se colocaron a un congelador (-18°C+ 1°C) donde
permanecieron, al menos, 24 h antes de su posterior deshidratacion. La
carga masica utilizada fue similar para ambos tipos de geometrias (25 - 30
g). El contenido de humedad de las muestras frescas, pretratadas y
deshidratadas se determind por diferencia de peso antes y después de
permanecer en una estufa a 70°C y 200 mmHg hasta peso constante
(AOAC., 1997).

Experiencias de caracterizacién de la influencia directa de la aplicacion
de ultrasonidos en manzana fresca

Con este tipo de ensayos se pretendi6 identificar la existencia de alguna
influencia directa de la aplicacion de US en el potencial antioxidante de
muestras de manzana. Para ello, laminas de manzana pretratadas fueron
expuestas directamente a ultrasonidos de potencia (US, 185 W) durante 5,
10 y 15 min. Los US se aplicaron mediante un transductor tipo plato
escalonado. El sistema se compone de un moddulo de generacién, un
amplificador y un adaptador de impedancias que proporcionan la energia
eléctrica en condiciones adecuadas a un transductor piezoeléctrico (Figura
1). Este genera una vibracion que se transmite a través de un vastago a un
plato focalizado circular (40 cm de didmetro) que vibra a una frecuencia de



resonancia de 25.8 kHz. El sistema es capaz de producir un campo de US
de 170 dB al aplicar una potencia eléctrica maxima de 200 W.

La influencia del tratamiento se evalu6 mediante la determinacion del
potencial antioxidante de la muestra recién pretratada, inmediatamente
después del tratamiento con US y después de 3 dias de almacenamiento
refrigerado a 4°C. Los ensayos se realizaron al menos por triplicado.
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FIGURA 1. Esquema del sistema de aplicacion de ultrasonidos con un
transductor tipo plato escalonado.

Experiencias de liofilizacion a presion atmosférica

Por otra parte, se realizO otro grupo de experiencias para evaluar la
influencia, tanto de la aplicacion de US durante la LPA como de la superficie
de intercambio de las muestras, en el potencial antioxidante de las mismas.
Las experiencias de LPA se realizaron en un secadero convectivo con
recirculacion de aire y dotado de un sistema de aplicacion de US descrito por
Garcia-Pérez et al. (2012). El sistema esta provisto con control automatico
de temperatura y velocidad del aire, registro de peso de las muestras y una
camara de secado que consiste en un cilindro vibrante activado
acusticamente por un transductor ultrasonico (21.9 kHz de frecuenciay 90 W
de potencia). Los ultrasonidos se transmiten desde la pared de la camara de
secado (emisor) hacia el aire y finalmente alcanzan la muestra (Figura 2).

Los ensayos de secado se realizaron a -10 °C y una velocidad de aire de
1 m/s, con (AIR+US; 21.7 kHz, 30.8 kW/m®) y sin (AIR) aplicacion de
ultrasonidos. Durante las experiencias de secado, la humedad del aire se
mantuvo siempre por debajo del 15+5%. La cinética de secado se determiné
a partir del contenido de humedad inicial de las muestras pretratadas y de la
evolucion del peso de las muestras registrado a lo largo del secado. Las
experiencias, que se realizaron por triplicado, se prolongaron hasta que se
alcanzé el 73% de pérdida de masa con respecto a la masa inicial de la
muestra.
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FIGURA 2. Esquema del secadero convectivo asistido por ultrasonidos. 1.
Ventilador; 2. Sensor Pt-100; 3. Sensor de temperatura y humedad relativa;
4. AnemoOmetro; 5. Transductor ultrasénico; 6. Cilindro vibrante; 7.
Dispositivo de carga de muestra; 8. Tubo retractil; 9. Actuador piezoeléctrico;
10. Modulo de pesado; 11, Intercambiador de calor; 12. Resistencia
eléctrica; 13. Camara de bandejas de desecante; 14. Portamuestra.

Para evaluar la cinética del proceso, se utiliz6 un modelo experimental
(Ecuacion 1):

W = W, . emt+n) (1)

donde: W = humedad de la muestra (kg agua/kg materia seca, m.s.);
W; = humedad inicial; t =tiempo (h); my n = parametros del modelo.

El modelo es valido para tiempos de proceso suficientemente alejados
del inicio. En ese caso, el parametro m ofrece una estimacion de la velocidad
de secado y engloba el efecto de cualquier variable del proceso en la
cinética del mismo.

Potencial antioxidante
El potencial antioxidante de las muestras frescas, pretratadas y

deshidratas se estudi6 mediante la determinacion del contenido de
compuestos fendlicos totales, de vitamina C y de la capacidad antioxidante.



Todas las determinaciones se realizaron por triplicado en extractos
etandlicos de las muestras.

PREPARACION DE EXTRACTOS

Para la preparacion de los extractos, en el caso de manzana fresca o
manzana pretratada, se parti0 de aproximadamente 1 g de muestra,
mientras que para manzana deshidratada se utilizaron 0.5 g. Las muestras
se colocaron en 10 mL de etanol (96% v/v) y se homogeneizaron durante 1
min con un ultraturrax (T25 Digital, IKA, Germany) a 13000 rpm. A
continuacion, se filtro y el extracto se almaceno protegido de la luz a 4°C
hasta su analisis.

CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

El contenido de fenoles totales (FT) se midié usando el método propuesto
por Singleton et al. (1998) con ligeras modificaciones. Una alicuota de
0.1 mL de extracto se homogeneiz6 con 0.2 mL de reactivo Folin-Ciocalteu
y 2 mL de agua destilada. Esta mezcla se dej0 a temperatura ambiente
durante 3 minutos. Inmediatamente se afiadieron 0.2 mL de Na,COg3 al 20%
(p/v), se homogeneiz6 y se mantuvo en reposo en la oscuridad durante una
hora a temperatura ambiente. Finalmente, se midié la absorbancia de las
muestras a 765 nm en un espectrofotometro (Helios Gamma, Thermo
Spectronic, Cambridge, UK). El contenido FT se determiné empleando una
recta de calibracion con &cido gélico. Los resultados se expresaron como
miligramos de acido galico equivalente por gramo de materia seca
(mg AGE/g m.s.).

CONTENIDO DE VITAMINA C

El contenido de vitamina C se estimé mediante la determinacion del
contenido de &cido ascorbico (AA) por el método propuesto por Jagota y
Dani (1982) con ligeras modificaciones. Para ello se mezclaron 0.5 mL de
extracto de la muestra con 0.5 mL de una solucion al 7.5% de acido
tricloroacético. La disolucion se homogeneizd, se dejo en reposo durante 5
minutos a 4°C y se filtr6. En una celda espectrofotométrica de 4.5 mL, se
colocaron 0.2 mL del extracto preparado, 2 mL de agua destilada y 0.2 mL
de una solucién diluida (1:10 v/v) del reactivo de Folin-Ciocalteu. Después de
10 minutos a temperatura ambiente, se midio la absorbancia a 760 nm. Se
preparé una curva de calibracion con soluciones etandlicas de concentracion
conocida de 4cido ascorbico. Los resultados se expresaron como miligramos
de acido ascorbico por gramo de materia seca (mg AA/g m.s.).

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL
La capacidad antioxidante (CA) se midi6 mediante el método FRAP

(Ferric Reducing Antioxidant Power) con ligeras modificaciones (Pulido et al.,
2000). En una cubeta de 1.5 ml se mezclaron 30 yL de agua destilada, 30 pL



de extracto y 900 pL de reactivo FRAP. Dicho reactivo se prepar6 a partir de
cantidades iguales de solucién tampon de acetato sédico anhidro 0.3 M a pH
3.6, FeCl3-6H,0O 20 mM y complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ)
10 mM en HCI 40 mM. A continuacion las cubetas se incubaron en un bafo
termostatico (Tecton 200, P-Selecta, Espafia) a 37°C durante 30 min.
Transcurrido este tiempo, se midio la absorbancia a 595 nm. Para cuantificar
la CA se realiz0 una recta de calibrado a partir de soluciones de
concentracion conocida de Trolox en el mismo solvente en el que se
prepararon los extractos. Los resultados se expresaron como mg Trolox/g
m.s. de manzana.

RETENCION DE FT, AAY CA

Para determinar el efecto de la superficie de intercambio y de la
aplicacion de ultrasonidos en la calidad de las muestras deshidratadas, se
calculé el porcentaje de retencién (Ecuacion 2) de FT, AAy CA.

%Retencién = i—‘; .100 (2)

donde: C, = contenido inicial (antes del secado) de FT, AA o CA;
C: = contenido final (después del secado) de FT, AA o CA.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente mediante un
andlisis de varianza (ANOVA, p<0.05) y la significacion de las diferencias
entre tratamientos se estableci6 con la prueba de diferencias minimas
significativas (LSD, Least Significant Difference) utilizando el programa
Statgraphics Centurion XVI.

RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de la aplicacion de ultrasonidos en el potencial antioxidante
manzana fresca y almacenada

El contenido de FT, AA y CA de manzana fresca fue de
4.4+0.6 mg AGE/g m.s., 2.6£0.1 mg AA/g m.s. y 17.72+1.99 mg Trolox/g
m.s., respectivamente. El valor obtenido de FT se encuentra en el rango del
publicado por otros autores como Vega-Galvez et al. (2012) (1.6 £0.01 mg
AGE/g m.s.) o Heras-Ramirez et al. (2012) (11.9+1.0 mg AGE/g m.s.). La CA
fue mayor que el valor obtenido por Santacatalina et al. (2014) (8.0+0.1 mg
Trolox/g m.s.) probablemente por el diferente solvente usado para la
preparacion de extractos en este estudio (metanol).

Por otro lado, los resultados experimentales mostraron que el
pretratamiento que se aplicO a las muestras para evitar su pardeamiento
enzimatico, no influyé en el potencial antioxidante de las mismas. De hecho,



el contenido de FT, el de AAy la CA de las muestras de manzanas frescas y
de las pretratadas no fue significativamente (p<0.05) diferente.

La aplicacion de US no produjo cambios significativos en el contenido de
AA y en la CA de la manzana (Tablal). En cuanto al contenido de FT, las
muestras sin aplicacion de US presentaron un valor (4.4+0.6 mg AGE/g m.s.)
mayor que el de las muestras tratadas con US. Estas diferencias, aunque
solamente resultaron significativas en el caso de los tratamientos de 5 y 15
min podrian indicar un efecto negativo sobre estos compuestos. En este
sentido, Wiktor et al. (2015) aplicaron ultrasonidos (24 kHz) en discos de
manzana (var. Ligol) a través de la vibracion de una malla de acero
inoxidable acoplada a un sonotrodo de anillo. Estos autores observaron que
para tiempos de 5, 10 y 20 min de tratamiento con US, el contenido de
compuestos fendlicos aumentd respectivamente el 77, 29 y 34% con
respecto a la muestra fresca. Probablemente, esto se deba a que el
tratamiento ultrasénico permiti6 una mejor extraccion de los compuestos
fendlicos. Sin embargo, cuando el tiempo de tratamiento fue de 30 min,
obtuvieron una disminucién del contenido de FT del 30%. Este hecho podria
atribuirse a dos razones: a la degradacion oxidativa provocada por el
oxigeno localizado en los poros del tejido y a la intensificacion de la actividad
enzimatica que reduce los compuestos fendlicos, sobre todo después de
tiempos largos de tratamiento.

TABLA 1. Potencial antioxidante de laminas de manzana tratadas con US,
antes y después del almacenamiento (t) refrigerado a 4°C.

Capacidad
Antioxidante
(mg Trolox/g m.s.)

t Tratamiento Fenoles Totales Vitamina C
(dias)  US (min) (mg AGE/g m.s.)  (mg AA/g m.s.)

0 460 + 019 251 + 0052 1821 + 069 ?

5 361 + 034" 228 +015 % 1546 + 174 ?

0 10 415 + 049 ® 246 + 007 ® 1743 + 027 ®
15 375 + 065° 265 + 017 ® 13.90 + 3.10 *®

211 + 021 % 244 + 0052 1537 + 3.20 *®

227 +022° 238 + 0092 1794 + 228 *°

3 10 267 + 029 263 + 0302 1540 + 0.71 °
15 3.04 + 016 ¢ 239 + 044 @ 13.04 + 3.34 °

Mediat desviacion estandar
Letras minUsculas diferentes en la misma columna muestran diferencias significativas de
acuerdo al intervalo LSD (p<0.05).

Por otra parte, el almacenamiento de las muestras afectd a su contenido
de FT. Asi, después de tres dias de almacenamiento, se observo que las
muestras no tratadas con US presentaron menor contenido de FT vy, por lo
tanto, una mayor reduccién de los mismos respecto a las muestras frescas
(51.4%). Por el contrario, la aplicacion de US contribuyd a una cierta
preservacion de los mismos. Asi, la reduccién del contenido FT fue inferior
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cuanto mayor fue el tiempo de tratamiento con US: 47.8, 38.6 y 30.2% para
5, 10 y 15 min de tratamiento, respectivamente. Esto podria deberse a la
formacion de nuevos compuestos fendlicos durante el almacenamiento en
respuesta al estrés abiodtico provocado por la aplicacion del tratamiento de
US. El estrés abidtico afecta la acumulacién o pérdida de compuestos
fitoquimicos mediante la inducciébn de un aumento o reduccién en la
actividad de las enzimas claves de las vias metabdlicas secundarias que
generan otros compuestos bioactivos (Pirovani et al., 2015). En este sentido
Cisneros-Zevallos (2003) plantedé que los tratamientos de estrés abidtico
controlados pueden ser utilizados como herramientas para obtener
productos de mejor calidad nutricional. Asimismo, Hodges y Toivonen (2008)
concluyeron que la comprension de los cambios inducidos por el estrés
abidtico en el metabolismo son la clave para el desarrollo de estrategias
eficaces para modular los efectos en la calidad de frutas o vegetales frescos
cortados.

En cuanto al contenido de AA y la CA de las muestras después de 3 dias
de almacenamiento refrigerado, no resulté significativamente diferente del
observado en manzana fresca, independientemente del tiempo de aplicacion
de US.

Influencia de la superficie de las muestras y la aplicacion de
ultrasonidos en la cinética de secado

La cinética experimental de secado resulté diferente para las dos
geometrias de muestra ensayadas (Figura 3). Asi, en las experiencias AIR el
tiempo de secado necesario para alcanzar 1 kg agua/kg m.s. para las
muestras CIL (35.0+2.4 h) fue un 45% inferior que el obtenido para las
muestras LAM (63.4+5.1 h). Las diferencias entre las condiciones de secado
ensayadas se cuantificaron a partir del ajuste del modelo experimental
propuesto (Ecuacion 1).

7
6 %_ «CIL AIR
= B, aCIL AIR+US
: % 0:'-&,&‘ « LAM AIR
*
i %,
2 4 %.”\ ""'-.
§ 3 7 ﬁ \0. 'l'l'l\x .
(@] 4° *e l'llx,'
g 2 A%E, .“0000. 'l'll"lxxxx
A Soe. 'l“llx.,,'
§ 1 7] x% ¢ ALY l'l““lxn
0 T T T T T T

FIGURA 3. Cinética de secado experimental a -10°C de muestras cilindricas
(CIL) y laminares (LAM) de manzana con (AIR+US) o sin (AIR) la aplicacion
de US.
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En general, el modelo describi6 adecuadamente la evolucién de la
humedad de las muestras a tiempos largos de secado como se puede
observar en la Figura 4.

t(h)

A 0 10 20 30 40 50 60 70
00 1 1 1 1 1 1
&
5
A « CILAIR
-0.4 - “:&&"x « LAM AR
“»“ Ajuste lineal
S-08 -
2
c
- -1.2 A
-1.6 -
-2.0
5 t (h)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
OO 1 1 1 1 1 1 1 1 1
a CIL AIR+US
-0.4 - o LAM AIR+US
Ajuste lineal
-’E: -0.8 -
2
= 12
-1.6 -
(e}
-2.0

FIGURA 4. Evolucion del logaritmo de la humedad adimensional de
muestras CIL y LAM de manzana durante el secado sin (A) y con (B) la
aplicacién de ultrasonidos.

Como se comentd en el apartado de "Materiales y Métodos", el

parametro m es un indicador de la cinética del proceso que incluye la
influencia de cualquier variable en la velocidad de secado. Asi, en las
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experiencias AIR, el valor de m identificado en el caso de las muestras CIL
resultd un 62.5% superior que el de las muestras LAM (Tabla 2). Estas
diferencias pueden atribuirse a la diferente relacion superficie/masa de las
muestras para cada geometria. Asi, para una misma masa, las muestras CIL
ofrecieron una mayor superficie de transferencia lo que facilito el transporte
de agua acelerando el proceso de secado. En este sentido, Claussen et al.
(2007) determinaron que el tiempo del proceso de LPA disminuy6
considerablemente al reducir el tamafio y espesor de los productos a
deshidratar. Por su parte, Boeh-Ocansey (1985) concluyeron que el tiempo
de secado de discos de zanahoria (-5 y -10 °C) disminuyd con la reduccion
del espesor de la muestras.

TABLA 2. Tiempo de secado (t) y pardmetro m del modelo cinético
experimental (Ecuacion 1) identificado para la LPA de muestras CIL y LAM
de manzana con (AIR+US) o sin (AIR) la aplicacion de ultrasonidos.

t (h) At (%) m Am (%)
AIR 350 £ 26 -0.0421 + 0.0020

CL ARIUS 41+ 04 884 04236 + 00581 9062

Ly AR 63451 -0.0259 + 0.0018

AIR+US 7.8

Media + desviacion estandar
At reduccion (%) del tiempo de secado debido a la aplicacion de ultrasonidos
Am incremento (%) del pardmetro m debido a la aplicacion de ultrasonidos

I+

06 87.7 -0.2060 + 0.0283 694.5

Por otro lado, la aplicacion de US aceler6 de manera muy importante el
proceso de LPA. Asi, el tiempo de secado para conseguir una humedad final
de 1 kg de agua/kg m.s. se redujo en un 88.4 y un 87.7% para muestras CIL
y LAM, respectivamente. Este incremento de la cinética también se tradujo
en un aumento significativo del parametro m identificado a partir del ajuste
de la Ecuacion 1. Asi, tanto para las muestras CIL como para las LAM, la
aplicacion de US supuso un incremento de m de un orden de magnitud
(Tabla 2). Durante la LPA, la eliminacion del agua por sublimacién hace que
el volumen de la muestra apenas cambie durante el proceso. Esto supone
qgue los productos asi deshidratados presenten una estructura muy porosa.
La elevada porosidad en un producto hace que disminuya la diferencia de
impedancias con el aire mejorando el acople de ambos medios (Ozuna et al.,
2014a). Esto beneficia la transmisién de energia acustica y, por tanto, los
efectos de los US en la transferencia de materia, favoreciendo asi la salida
de agua del producto. Dichos efectos pueden relacionarse con la reduccién
de la resistencia a la transferencia de masa, tanto interna como externa, que
se produce por el efecto mecanico de las ondas ultrasonicas (Cércel et al.,
2012). Asi, la generacion de expansiones y contracciones (el denominado
“efecto esponja”) que provocan las ondas ultrasénicas cuando viajan en un
medio sdlido, contribuye no sélo a acelerar el transporte de agua sino
también a la formacion de microcanales internos que facilitan el movimiento

13



del vapor de agua en el interior del sélido (Santacatalina et al., 2014, Carcel
et al, 2012). Ademas, la atenuacion de las ondas acusticas pueden
proporcionar energia adicional para promover la sublimacién del agua
(Gallego-Juarez, 2010). Por otro lado, la generacién de microcorrientes en la
interfase aire-solido facilita el transporte convectivo. En este sentido,
Santacatalina et al. (2014) y Garcia-Pérez et al. (2012) observaron que la
aplicacién de US durante LPA de cubos de manzana a 20.5 kW/m?, -10°C y
19.5 kW/m?®, -14°C, increment6 considerablemente la velocidad de secado y
redujo un 77% y 70% del tiempo de proceso, respectivamente. Santacatalina
et al. (2015b) encontraron que la aplicacion de US resulté muy efectiva para
acelerar el proceso de LPA de cubos de manzana, aun niveles bajos de
potencia acustica aplicada. Por su parte, Bantle y Eikevik (2011) obtuvieron
un maximo de reduccion del 10% del tiempo en el secado de guisantes a -3
°C usando un radiador ultrasénico comercial (20 kHz) de baja eficiencia.
Esto revela que el transporte de masa es muy sensible a la aplicacion de US
durante la LPA vy, de esta forma, se puede reducir la cantidad de energia
consumida en el proceso debido al menor tiempo de secado requerido.

Influencia de la superficie de las muestras y de la aplicacion de
ultrasonidos en el potencial antioxidante de la manzana deshidratada

La medida del contenido de compuestos fendlicos totales (FT), de &cido
ascorbico (AA) y de la capacidad antioxidante (CA) de las muestras
deshidratadas permitié obtener el porcentaje de retencion de los mismos tras
el secado y cuantificar asi la influencia de las variables de proceso
estudiadas, la superficie de las muestras y la aplicacion de US.

CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

El contenido de FT de manzana antes del secado fue de 8.8+1.5 mg
AGE/g m.s. Después de las experiencias de secado AIR, este valor
disminuyo significativamente, lo que se tradujo en un menor porcentaje de
retencion de FT (Figura 5). El valor de este porcentaje de retencion se vio
influenciado por la geometria de las muestras, siendo menor para muestras
LAM (61%) que para muestras CIL (83%). La degradacion de los
compuestos fendlicos puede relacionarse con el dafio celular causado
durante congelacion que, entre otras cosas, ayuda a la liberacion de
enzimas oxidativas. En este sentido, Santacatalina et al. (2014) observaron
una menor retencion de compuestos fendlicos en cubos de manzana (10 mm
de lado) deshidratados mediante LPA a -10°C (65%) que en secados
realizados con muestras sin congelar a 0 y 5°C (72-74%). Asimismo,
Stawczyk et al. (2007) determinaron que el contenido de FT disminuyé el
28.6% y el 23.9% después del secado convectivo de cubos de manzana (1
mm de lado, pretratados en una solucion al 3% de acido citrico), a
temperaturas entre -8 y -12°C, respectivamente. Mientras que Reyes et al.
(2011) encontraron que el proceso de LPA provocd una importante
reduccion del contenido de FT (39%) en muestras de manzana (8 x 12 x 40
mmy 8 x 12 x 40 mm) con respecto a las muestras liofilizadas a vacio. Por lo
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tanto, dado que el proceso de congelacion podria contribuir a la liberacién de
enzimas oxidativas, el tiempo de secado, mas prolongado en muestras LAM
que en CIL, podria explicar una mayor degradacion de compuestos fendlicos
durante el proceso.
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FIGURA 5. Retenciéon de fenoles totales (FT) en CIL y LAM de manzana

después del secado con (AIR+US) o sin (AIR) la aplicacion de ultrasonidos.
Letras diferentes muestran diferencias significativas de acuerdo al intervalo LSD (p < 0.05)

En cuanto a la aplicacion de US durante LPA, en general provocd una
reduccion del contenido fendlico. Asi, en el caso de las muestras CIL, las
secadas mediante AIR+US presentaron una retencibon de FT
significativamente menor (57%) que la de las muestras AIR (83%).
Santacatalina et al. (2014) obtuvieron un resultado similar en muestras
cubicas de manzana, en las que el tratamiento con US produjo menor
retencion de los FT (55%) en comparacion con las secadas sin aplicacion de
US (65%). Este comportamiento podria relacionarse con cierto dafio
estructural que el estrés acustico puede producir en las células. Por otro
lado, las muestras LAM secadas mediante AIR+US, presentaron una mayor
retencion de FT (75%) en comparacion que las muestras secadas mediante
AIR (61%). Estos resultados coinciden con los publicado por Santacatalina et
al. (2015a) para muestras de cubos de manzana deshidratadas a -1°C e
impregnadas con una infusiéon de hojas de olivo. En este caso, las muestras
secadas con aplicacion de US presentaron mayor contenido de compuestos
fendlicos que las muestras secadas Unicamente con aire. Estos resultados
podrian deberse a que el estrés provocado por el tratamiento ultrasonico
durante el tiempo del proceso, que fue mayor que para la deshidrataciéon de
muestras CIL, podria inducir la formacion de otros compuestos fendlicos
mediante la reaccion de los existentes o por la activacion de vias
metabodlicas secundarias que generan otros compuestos bioactivos.
Ademas, también se deberia considerar alguna posible inactivacion de
enzimas oxidativas que podria producir el tratamiento con US (Islam et al.,
2014).
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CONTENIDO DE VITAMINA C

La LPA disminuy6 el contenido de AA en las dos geometrias de muestra
utilizada. Esta reduccion se podria atribuir a reacciones de oxidacion
durante el secado. En el caso de las experiencias AIR, la retencion de AA
fue significativamente menor para las muestras CIL (79.9%) en comparacién
con las muestras LAM (89.9%) como se puede observar en la Figura 6. La
diferente relacién superficie/masa que presentan ambos tipos de muestra
podria explicar estos resultados. Asi, las muestras CIL presentan una mayor
superficie para una misma cantidad de masa lo que facilita que tengan lugar
dichas reacciones de oxidacion y, por lo tanto, disminuya su porcentaje de
retencion. Duan et al. (2013) obtuvieron valores menores de retencion de AA
para manzana de la variedad Fuji. Asi, la retencién para muestras cubicas
(10 mm de lado) de manzana deshidratadas a -10°C fue 56.4%. Por otro
lado, Reyes et al. (2011) trabajando con muestras paralelepipédicas (8 x 12
x40 mmy 8 x 12 x 40 mm) deshidratadas a -5°C obtuvieron un porcentaje
de retencion del 30%.
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FIGURA 6. Retencion de acido ascorbico (AA) en muestras CIL y LAM de
manzana después del secado con (AIR+US) o sin (AIR) la aplicacion de

ultrasonidos.
Letras diferentes muestran diferencias significativas de acuerdo al intervalo LSD (p < 0.05)

En cuanto a la aplicacion de US, para una misma geometria, las
experiencias AIR+US presentaron un menor porcentaje de retencion de AA
gue las experiencias AIR. Esto probablemente se deba la una mayor
transferencia de oxigeno a la superficie debida a los efectos de los US en los
fendbmenos de transporte. De la misma forma que en el secado sin US, las
muestras LAM presentaron una mayor retencion de AA que las muestras
CIL.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

En general, las condiciones de secado ensayadas disminuyeron la CA de
las muestras CIL (Figura 7). En el caso de las experiencias AIR, la retencion

16



de CA fue significativamente mayor para las muestras LAM (109.1%) que
para las CIL (95%). El incremento de la CA en las muestras LAM pudo
deberse a que, durante el proceso de secado, se pudieron generar nuevos
compuestos con una elevada actividad antioxidante por reaccion entre
compuestos existentes (Vega-Galvez et al., 2012). Ademas, como ya se
indicé anteriormente, la reduccion de CA en el caso de las muestras CIL
puede estar relacionada con la mayor superficie de intercambio que
ofrecieron en comparacion con las muestras LAM. Otros autores también
han observado una reduccion de la CA durante la LPA de cubos de
manzana. Asi, Santacatalina et al. (2014) obtuvieron una reduccién del 50%
de la capacidad antioxidante para manzana deshidratada a -10°C, mientras
que Stawczyk et al. (2007) encontraron una reduccion del 7.8% para el caso
de manzana pretratada con una soluciéon 3% de acido citrico y deshidratada
a-12°C.
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FIGURA 7. Retencion de capacidad antioxidante (CA) en muestras CIL y
LAM de manzana después del secado con (AIR+US) o sin (AIR) la
aplicacion de ultrasonidos.

Letras diferentes muestran diferencias significativas de acuerdo al intervalo LSD (p < 0.05)

En cuanto a la aplicacion de US, para una misma geometria, las
experiencias AIR+US presentaron un menor porcentaje de retencién de CA
que las experiencias AIR. Y al igual que en las experiencias AIR, las
muestras LAM secadas en experiencias AIR+US presentaron una mayor
retencion de CA que las muestras CIL. Estos resultados, como ya se ha
comentado antes, se podrian atribuir a ciertos dafios que el estrés mecéanico
que inducen los US podria producir en la estructura celular. Otra posible
explicacion, se puede encontrar en una intensificacion de la transferencia de
oxigeno en la superficie debida a los efectos de los US en los fendbmenos de
transporte. Ademas, la congelacion previa de las muestras también pudo
influir en la disminucion del potencial antioxidante debido a la degradacion
celular que conlleva (Ahmad-Qasem et al., 2013). En el estudio realizado por
Santacatalina et al. (2014) se determino que el secado con aplicacion de US
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disminuy6 aproximadamente el 53% de la CA en comparacién con la
manzana fresca.

Por lo tanto, es necesario estudiar con mayor profundidad la influencia de
la aplicacion de US sobre los compuestos bioactivos asi como en las rutas
metabdlicas que los producen y/o degradan.

CONCLUSIONES

La aplicacion de US en manzana fresca redujo significativamente el
contenido de FT. Dicha reduccion fue mayor cuanto mayor fue el tiempo de
aplicacion. Sin embargo, al cabo de 3 dias de almacenamiento refrigerado,
las muestras tratadas con ultrasonidos presentaron una menor pérdida de
FT. Esto podria deberse a la respuesta del tejido frente al estrés abidtico que
ha sido sometido.

La superficie de transferencia de la muestra influyé significativamente en
el tiempo de secado por LPA y en el potencial antioxidante de las muestras
deshidratadas. Asi, tanto el tiempo de secado como la retencién de AAy CA
fueron menores en muestras que presentaron una mayor relacion
superficie/masa.

La aplicacion de US redujo en un 88% el tiempo de LPA para las
geometrias consideradas pero también el potencial antioxidante. Esto ultimo
puede estar relacionado con la ruptura de células debido al estrés acustico o
a la mejora de la transferencia de oxigeno.
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