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RESUMEN

La aplicacion de Ultrasonidos (US) por contacto directo con el alimento produce vibraciones que
generan compresiones y descompresiones en la matriz del alimento produciendo canales en su
interior que facilitan la transferencia de masa y energia. Esta mejora en la transferencia de masa
y energia podria aumentar la velocidad de deshidratacion en diferentes procesos, como por
ejemplo durante la liofilizacién. Por ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar el potencial de
la aplicacion US por contacto directo para mejorar/acelerar el proceso de liofilizacidn, usando

zanahorias como alimento modelo.

En primer lugar, se evalud la influencia de la aplicacion de diferentes intensidades de US (4%,
32% y 66%) sobre la velocidad de deshidratacion y la capacidad maxima de deshidratacion de
zanahorias. Posteriormente, se analizd la influencia que la aplicacién de US durante la
liofilizacidn tenia sobre las propiedades tecnoldgicas (capacidad de retencién de agua y pérdida
tras el cocinado) y sensoriales (textura y color) del producto final. Los resultados obtenidos
indican que, en las condiciones ensayadas, la aplicacion de US durante el proceso de liofilizacion
no condujo a mejoras ni en la velocidad de deshidratacion ni en las propiedades tecnoldgicas de

las zanahorias liofilizadas.

Finalmente, y a la vista de estos resultados, se realizé un ensayo donde se estudié el efecto de
la vibracién del motor del equipo en el proceso de liofilizacién. Este ensayo reveld que dicha
vibracién podria suponer una mejora en la velocidad de liofilizacidon, enmascarando asi el efecto
de los US. Por ultimo, también se analizé la influencia que podia suponer el tipo de materia
prima utilizada en los resultados obtenidos mediante el uso de fresas. Los resultados de este
ultimo ensayo sugieren que este factor no explicaria los resultados obtenidos en este Trabajo

Fin de Grado.



ABSTRACT

The application of direct contact ultrasounds (US) to food products generates vibrations leading
to a succession of compression and decompression cycles ultimately causing the appearance
channels inside the food matrix and, therefore, facilitating energy and mass transfer. This
improvement in the energy and mass transfer rates can, potentially, increase the dying rate in
different process, such as freeze-drying. Therefore, the aim of this work was evaluate the
potential of direct contact US for improving/accelerating the freeze-drying process, using carrots

as a model food.

First, the influence of the application of different US intensities on the drying rate and final
moisture of freeze-dried carrots was evaluated (4%, 32% and 66%). Later, the influence that US
application during freeze-drying had on the technological (water retention capacity and cook
loss) and sensory (texture and color) properties of the final product was analyzed. The results
obtained indicate that, under the tested conditions, US application during the freeze-drying
process did not lead to improvements in the drying rates or in the technological properties of

the freeze-dried carrots.

Finally, and in view of these results, an experiment was set up to study the effect of the vibration
of the equipment’s engine on the freeze-drying process. This test showed that this vibration
could lead to an improvement in the drying rate, masking the effect of the US. Finally, the
influence of the type of food (vegetable) on the freeze-drying process studies was also evaluated
through the use of strawberries. The results obtained in these assays suggest that this factor

would not explain the results obtained in this Final Degree Project.



1.INTRODUCCION
1.1 El secado como proceso de conservacidn de los alimentos

Las técnicas de secado se llevan aplicado desde la antigiedad como método de conservacion.
Se cree que el método de secado se descubrié simplemente por azar al exponer los alimentos al
sol, lo que lo convertiria en el método de conservacién mas antiguo. Aunque el principal objetivo
del secado es la conservacion de los alimentos, este se usa a dia de hoy también para fines
tecnolégicos, de logistica, facilitando el transporte al disminuir su volumen, y para conseguir

caracteristicas sensoriales especificas (Barat y Grau, 2016).

No obstante, y a pesar de lo sencillo que parece su principio, el secado es un proceso complejo,

y por ello existen diversas variables a tener en cuenta a la hora de realizarlo (Baraty Grau, 2016):

El tipo de superficie, especialmente en frutas que presentan una piel o capa que

favorece la retencion de agua en el interior del alimento.

- La estructura interna de los alimentos, dependiendo de la composicién del producto o
si estd dafiado o no.

- La forma y el tamafio de los alimentos: la relacién superficie volumen condiciona la
velocidad de secado, cuanto mayor sea esta relacion, menos tiempo serd necesario para
la eliminacién del agua presente en el producto.

- Temperatura: a mayor temperatura mejor es el coeficiente de transferencia de masa.

- Velocidad del aire: al igual de lo que pasa con la temperatura, el coeficiente de
transferencia de masa también depende de la velocidad del aire.

- Humedad relativa (HR): la HR del aire condiciona la tendencia del alimento a perder o
adquirir agua.

- Tipo de alimento: una estructura concretay la presencia de determinados componentes

del alimento supondran una mejor transferencia de masa desde el producto

Dada la baja eficacia/eficiencia de los procesos de secado al sol (que no consiguen la completa
eliminacion del agua del alimento, y requieren de tiempos y superficies de secado muy grandes),
a lo largo de la historia el hombre ha desarrollado numerosas alternativas. Asi a dia de hoy
existen diversos métodos de secado para eliminar el contenido en agua de un alimento,
basandose en diferentes principios tanto fisicos como quimicos. Los mas utilizados son el secado
por aire caliente, la deshidratacidon osmética, el secado por microondas, entre otros... Existe gran
diferencia entre las caracteristicas de cada uno de los métodos de secado, especialmente
respecto a su capacidad de eliminar microorganismos, la cual estd relacionada con el nivel de

secado conseguido, donde la aw ha de ser menor de 0,6. En algunos casos, para conseguir reducir



la ay del alimento hasta un nivel que garantice la inocuidad se adicionan solutos cloruro sddico

O sacarosa.

Por otro lado, para evitar largos tiempos de procesado se aplican altas temperaturas de secado,
lo que provoca efectos indeseados como: pérdida de compuestos volatiles o efectos negativos

en el color debido a oxidacidn de lipidos y la reaccién de Maillard.

Por ello, en los ultimos anos se han desarrollado métodos de secado alternativos a los
tradicionales con los que se consigue una mejor conservacion de la calidad del producto, tales

como la deshidratacién a vacio o liofilizacidon.
1.2. La liofilizacion

La liofilizacidn es un método de secado basado en la eliminacidn del agua por sublimacion o, lo
que es lo mismo, el paso de hielo directamente a vapor. Esto implica, por lo tanto, que el proceso
se lleva a cabo a bajas temperaturas y en ausencia de agua liquida, que lo hace un método
idéneo, entre otras cos para el secado de alimentos termosensibles. Adem3s, las caracteristicas
propias de este proceso permiten que los alimentos conserven la calidad nutritiva y sensorial

que con los sistemas tradicionales se ve afectada considerablemente. (Bermudez et al., 2016).

Sin embargo, para llevar a cabo este proceso se requiere la aplicacién de presiones de vacio y
temperaturas bajas, debido a que la sublimacién solo se consigue a una temperatura y una
presion del hielo por debajo del punto triple del agua (es aquel en el que coexisten en equilibrio
el estado sélido, el estado liquido y el estado gaseosos). En la Figura 1 se muestra el diagrama
de fases del agua cuyas lineas representan las combinaciones presidon-temperatura que
conllevan el cambio de fases del agua y los espacios que quedan entre ellas muestran la fase
estable en cada caso. Se observa que el punto triple se consigue a una temperatura de 273,16 K

(0,01 2C) y una presion de 611,73 Pa.

Por ello, la liofilizacién es un método caro y solo se utiliza para obtener alimentos de alto valor
afiadido como frutas y verduras fuera de su temporada. Requiere tiempos mas prolongados y
altos consumo energéticos, tanto para congelar el producto como para mantener el vacio del

sistema (Bermudez et al., 2016).



A B
101.32 + pry i
Freezing Hot air
drying
©
o
<
e
2
I / Vacuum
Q. drying
L ? Triple point STEAM
“Freeze |
c v drying ‘
T }
273.16 373.15

Temperature (K)

Figura 1. Punto triple del agua, relacion temperatura y presion (Bermudez-Aguirre et al., 2016).

El proceso de liofilizacidn se realiza siguiendo una serie de etapas, en primer lugar, se realiza el
acondicionamiento del producto para que la liofilizacidn se pueda dar de la manera éptima. Esta
etapa abarca procesos como la seleccion de la materia prima, la limpieza de esta o una
disminucién del tamafio cuando sea necesario. Todo este tratamiento hace que la liofilizacién

se encarezca, y por tanto el precio del producto final una vez liofilizado tenga un valor mayor.

Por lo tanto, para llevar a cabo la liofilizacién es necesario una primera etapa de congelacion,
una etapa de secado primario o sublimacidon del agua congelada y una etapa de secado

secundario o evaporizacién del agua no congelada.

1. Congelacion, consiste en reducir la temperatura del alimento por debajo de 0 2C para
conseguir que el agua presente en el alimento se encuentre en estado sélido. En esta
fase se ha de tener en cuenta la velocidad de congelacion, cuanto menor sea la
temperatura, en menor tiempo se consigue la congelaciéon y como consecuencia los
cristales de hielo que se formen tendrdn un tamafio menor, lo que repercutira en el
secado, siendo mas fécil de sublimar los cristales pequefios y disminuyendo el dafio que
se pueda producir en el resultado final. Por el contrario, una congelacién excesivamente
rdpida genera tensiones que pueden producir grietas en la estructura. Esta etapa se
puede producir dentro de la cdmara de liofilizacién o bien mediante métodos de
congelacion de manera exterior al equipo de liofilizacion.

2. Secado primario, o fase de sublimacidn, se elimina casi el 90% del agua perteneciente al
hielo libre. Para llevar a cabo esta fase se aplican presiones bajas, de entre 130y 260 Pa.
Durante esta fase se puede producir el colapso del alimento que dafia su calidad y para
evitarlo la temperatura del alimento debe de permanecer por debajo de la temperatura

de colapso. Este defecto se produce porque los cristales de hielo al sublimar dejan



espacios libres y el alimento fluye hacia esas zonas. En esta etapa, es necesario un
pequefio aumento de la temperatura (siempre por debajo de la temperatura colapso)
para aportar el calor latente necesario para producir el cambio de estado (2840 kJ de
sublimacidn).

3. Secado secundario, o desorcién, comienza cuando acaba el secado primario, se elimina
el 10% de agua ligada restante. La duracién sera mayor en proporcidn al agua eliminada
debido a que es el agua que presenta mayores fuerzas de unién, por ello la temperatura
a la que se realiza esta fase es mayor, pues va desde los 20 a 60 2C, y la presion sera

igual o algo menor a la utilizada en la fase anterior.

Por ultimo, se ha de tener especial cuidado en el almacenamiento, donde se busca que las
condiciones sean a la menor humedad posible, pues el producto liofilizado es muy higroscépico.
Existen dos opciones de almacenamiento para este tipo de productos, o bien manteniendo el
vacio de la etapa de liofilizacién o llevandolos a una atmdsfera compuesta de gases inertes. El

envasado deberd ser impermeable al vapor de agua y a los gases exteriores.
1.3.1. Equipos de liofilizacién

Los equipos de liofilizacién se constituyen principalmente de una cdmara de vacio, donde una
vez se tiene el material congelado se lleva a cabo la fase de sublimaciéon y la posterior
desecacion. En el proceso de liofilizacién se genera vapor de agua a partir de hielo y como
consecuencia la presién de la cdmara aumenta, ademas la temperatura de la materia prima
disminuye por el calor latente utilizado en el cambio de fase, todo ello hara necesario un sistema
que sea capaz de producir calor y otro encargado de producir el vacio, ademas, el vapor que se
genera se condensa a hielo gracias a un condensador. En la Figura 2 se muestra un esquema de
los principales componentes de un equipo de liofilizacion. El sistema de vacio se consigue
mediante la utilizacidon de dos bombas, una bomba de Iébulos que se encarga de producir la
mayor cantidad de vacio, pero no la totalidad, y una bomba rotativa encargada del vacio
restante. El sistema de calentamiento puede disponerse de dos placas que transportan un
liguido caliente o por resistencias eléctricas en el caso de que la transferencia de dicho calor se
lleve a cabo por conduccién. La radiacion es la otra forma de conseguir el aporte de calor, sobre

todo centrandose en la superficie de la muestra, y se hace mediante la utilizacién de infrarrojos.
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1.3.2. Ventajas e inconvenientes de la liofilizacion

Como se ha mencionado anteriormente, los sistemas de secado habituales y en los que se
emplean altas temperaturas pueden suponer efectos indeseados en el resultado final del
producto tales como la pérdida de aromas, oxidacion de lipidos y vitaminas liposolubles, pueden
producir dafios en la estructura del alimento o afectar a la biodisponibilidad de las proteinas
para el consumo humano. Ademas de estas pérdidas de las caracteristicas naturales de la
materia prima, la utilizacion de tratamientos térmicos excesivos puede anadir efectos adversos
como compuestos derivados de la Reaccién de Maillard. La liofilizacién y las condiciones que la
componen, especialmente la utilizacion de bajas temperaturas, disminuyen los efectos
negativos mencionados, sin embargo, existen una serie de efectos sobre los atributos
sensoriales. En primer lugar, el color se puede ver afectado por la deshidratacion del material,
esto se debe a que al eliminar el agua los pigmentos encargados de aportar color al producto se
concentran, llevando a unaintensidad de color mayor que luego puede revertirse al rehidratarse
el alimento en el momento de consumo. La ventaja frente a los métodos de secado por aire es

evitar el oscurecimiento del producto como ocurre con estos sistemas.

La contraccidon del material es otro defecto que puede presentarse al aplicar la liofilizacién
provocada por el colapso de los alimentos, resultante de una sublimaciéon a una temperatura
superior a la temperatura de transicidn vitrea. La transicidn vitrea es la temperatura maxima
que se puede aplicar a una presidn determinada para un alimento concreto sin que se produzca
el colapso (Law et al., 2016). Por ello siempre se ha de conocer la temperatura vitrea del

alimento con el que se trabaje y tener cuidado en no exceder la temperatura aplicada para la



presion determinada. La conservacidon de la textura inicial es consecuencia de la fase de
congelaciéon, como se ha mencionado anteriormente, cuanto mayor sea la velocidad de
congelacion los cristales de hielo formados serdn de menor tamafo y menos afectada se vera la
textura, haciendo mas facil su posterior rehidratacién en el momento de la preparacién para el

consumo, de esta manera la retencién del agua serd mejor.

Por otro lado, la liofilizacién es un método muy costoso en cuanto a tiempo y energia. Es por
ello, que se estan investigando diferentes alternativas para reducir sus costes y optimizar el
tratamiento. Una de estas alternativas es la aplicacion de ultrasonidos (US) al proceso de
liofilizacidon con el objetivo de reducir el tiempo y la energia necesaria para completar la

liofilizacion.
1.4. Los ultrasonidos (US)
1.4.1. Principios basicos de la tecnologia.

Los US son ondas sonoras que presentan una frecuencia mayor de 20 kHz. Cuando estas ondas
se propagan a través de un medio generan cavitaciones acusticas. Estas consisten en regiones
de alta y baja presidn en las particulas del medio, formando microburbujas, mediante ciclos de
compresion y descompresion estas burbujas van creciendo hasta hacerse inestables y colapsar,

lo que se traduce en una gran cantidad de liberacidn de energia. (Bhargava et al., 2021)

En funcidn de su frecuencia e intensidad los US se clasifican en alta frecuencia y baja intensidad

y ultrasonidos de baja frecuencia y alta intensidad.

Los US de alta frecuencia mayor a 100 kHz e intensidades inferiores a 1 W/cm2 son los utilizados
para la evaluacién de determinadas propiedades de alimentos. Esta técnica no destructiva y no
invasiva es capaz de determinar la estructura (forma o tamafio), la composicién y sus

propiedades.

Por otro lado, los ultrasonidos de baja frecuencia (20 kHz y 100 kHz) y alta intensidad (10 — 100
W/cm2) tienen capacidad para generar dafios en las células, y provocan efectos en las
propiedades fisicas, bioquimicas y en la estructura del alimento, por ello son los que se han
propuesto como método alternativo para la inactivacién de microorganismos. Asi, parecen
especialmente adecuados (en combinacidn con otros agentes) para el tratamiento de alimentos
termosensibles que no puedan soportar grandes aportes de calor debido a las consecuencias
que podria tener este en las caracteristicas fisicoquimicas y el valor nutricional del propio

alimento (Bhargava et al., 2021).



El principal mecanismo de accion de los US de baja frecuencia es la cavitacidon. En este proceso,
y debido a la accién de las ondas ultrasdnicas, se forman burbujas de gas que se expanden
contraen hasta implosionar, generando una onda de choque con presiones y temperaturas muy
elevadas asociadas y que son capaces de romper las paredes celulares y/o reducir el tamafio de
las particulas, razén por la que esta tecnologia puede utilizarse para la inactivacidon microbiana,
la homogeneizacién de la leche o para la extraccion de compuestos y otras operaciones de

transferencia de masa (Chemat et al., 2021).

Asimismo, debido a este fendmeno de la cavitacién junto con la microvibracidn que generan se
han propuesto para la mejora de diferentes procesos como la congelacién, la filtracién o la

emulsion de los alimentos (Astrain-Redin, L. et al., 2019).

En el caso concreto de la liofilizacidn los ultrasonidos tienen el potencial para mejorar diferentes
fases, desde las fases de preparacién previas al tratamiento como el escaldado, en el momento
de la congelacién o para mejorar la transferencia de masa y energia durante la propia liofilizacion

(Ciurzynska et al., 2021).

El uso de pretratamientos se utiliza para reducir el contenido de agua inicial y acelerar el proceso
de secado, lo que conlleva a una mejor calidad en el secado final. Esto puede deberse o bien a
la inactivacidon de enzimas y microorganismos, lo que controlard las posibles oxidaciones o
alteraciones posteriores, o a la modificacion de la estructura del material. En el momento del
pretratamiento se ha visto que, al colocar materias primas en un medio liquido, si se conecta a
un generador de ultrasonidos aumenta la difusion del agua durante el secado y como
consecuencia el tiempo serd menor, llevando a un coste también menor. (Duarte et al., 2016)
Segun Kejing An et al., (2020), esto se debe a una serie de compresiones rapidas y alternativas
de expansion similares a una “esponja”. De esta forma, la tensién que generan los US forma

microcanales que son beneficiosos para eliminar el agua adherida a los capilares.

La primera fase de la liofilizacién es la congelacidn del agua presente en el alimento. El objetivo
de esa fase es conseguir cristales de pequefio tamafio para asi evitar la destruccion de la
estructura inicial del alimento. Este tipo de cristales se consiguen cuando la congelacidén se
produce de forma muy rapida. Se ha observado como los US permiten reducir los tiempos de
congelacion y obtener muchos cristales de pequefio tamano. Esto es debido a que las ondas
producen una gran cantidad de sitios de nucleacidn donde se han producido las burbujas de la
cavitacion. Ademas, estas fuerzas de cavitacion rompen los cristales ya formados en otros mas

pequefios (Chuan et al., 2011).



Seguln un estudio llevado a cabo por Nachun Luo y Haijin Shu (2017), se consigue optimizar la
transferencia de masay energia mediante la aplicacién de diversos parametros. En primer lugar,
el grosor del alimento condiciona el porcentaje de agua que podamos encontrar antes de
someter la muestra al secado. Ademds, a menor grosor, mejor transferencia de vapor habra. En
el estudio se observo que el tratamiento con ultrasonidos da como resultado una estructura mas

porosa que facilita la transmision de vapor al sublimar el agua.

Para conseguir la sinergia de la liofilizacién junto al tratamiento por US, se acoplan transductores
de US a las bandejas donde se encuentra el material en el momento de la liofilizacién. Los US
permiten disminuir la temperatura a la que se produce la liofilizacion en el momento de la
transferencia de energia para llevar a cabo la sublimacidn. Jager et al., (2012), indican que los
US pueden ser favorables cuando los productos se deben secar por debajo de su punto de
congelacion en el caso de realizarse en intervalos. El uso de US de manera continua podria ser
beneficioso en la fase de desorcidn. La aplicacion de US no solo consigue disminuir la
temperatura, si no que optimizaria el tiempo que tarde en conseguirse el secado del producto.
Por tanto, se deduce que la aplicacién de US sera beneficiosa para la transferencia de calor en
el momento del secado, disminuyendo el tiempo, el cual puede durar hasta dias, y también la
temperatura necesaria para conseguir la sublimacién. También se aprecian otros aspectos
beneficiosos respecto a las caracteristicas del producto final, tanto la conservacién del color y
su estructura inicial, asi como evitar las pérdidas de componentes volatiles presentes en la

composicion del alimento.

Los US en seco son una gran alternativa a la conservacién de dichas caracteristicas, esto se debe
a que las vibraciones provocan compresiones y descompresion en la matriz del alimento y se
producen canales en el interior que facilitan la transferencia de energia y masa. De esta manera,
el aumento de la transferencia de energia y masa provoca una menor pérdida de compuestos
debido a la reduccidn del tiempo de secado. Por el contrario, los US en seco se producen por
contacto directo, lo que debido a la vibracidn directa en el producto puede provocar un aumento
de la temperatura debido a las altas intensidades, lo que tiene efectos en las caracteristicas del
alimento, especialmente en los compuestos termosensibles. Por ello, aplicar los US en
discontinuo mediante un método ON/OFF, es una buena opcidn para contrarrestar la continua

vibracién de las particulas y por consiguiente el aumento de temperatura.

Los sistemas de generacion de US disponen de 3 componentes esenciales (Astrain-Redin, L. et

al., 2019):
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- Generador eléctrico: Es la fuente de energia del sistema, transforma la sefial eléctrica
captada de la red en una sefal a una frecuencia deseada.

- Transductor: Es un cuerpo que vibra y es el medio que consigue convertir la sefial
eléctrica de alta frecuencia en vibraciones. Existen dos tipos, los transductores
magnoestrictivos y los piezoeléctricos.

- Emisor: es el encargado de transmitir al medio la energia vibratoria generada por el

transductor. En la industria alimentaria podemos distinguir entre dos.

En la industria alimentaria coexisten dos tipos de equipos para aplicar US, variando en el medio
por el que se transfiere la energia acustica. Los bafios de agua son mds baratos y su
mantenimiento es menos costoso. A través de un tanque se conectan transductores en las
paredes y las ondas se propagan a través del agua donde se encuentra sumergido el alimento.

Son tratamientos de baja intensidad (0,1-1 W/cm?) y son menos homogéneos.

Por otro lado, en los US aplicados en seco, el alimento esta en contacto con el generador de US.
A diferencia del bafio, este método permite aplicar mayores intensidades (= 5 W/cm?) pero son

mas caros.

Los US dependen de diferentes pardmetros, siendo los que mayor relevancia tienen la amplitud

y la frecuencia. Sin embargo, existen otros a tener en cuenta. (Ciudad Hidalgo, 2018).

- Lafrecuencia es el nimero de vibraciones de una onda completa por unidad de tiempo,
determina el tamafio de las burbujas y por ende la intensidad de la implosion.

- La amplitud de onda es el maximo desplazamiento de la particula desde la posicion de
equilibrio, se relaciona con la cantidad de energia que se suministra y con la intensidad
luminica. Cuanto mayor es la amplitud, mayor es la implosién.

- Lavelocidad acustica, es la velocidad de propagacion de la onda. Depende del medio de
propagacion y se puede considera constante para un medio determinado.

- Lapotenciaacustica es la energia total irradiada por la fuente de ultrasonidos por unidad
de tiempo.

- Laintensidad acustica es la energia transmitida por unidad de tiempo a través de unidad
de drea perpendicular a la direcciéon de propagacion.

- Mayor intensidad y amplitud no siempre es mejor, dependera del objetivo y las
condiciones deseadas. Una mayor intensidad puede provocar un aumento de
temperatura y por ello no ser favorable en un proceso de liofilizacion donde la muestra

se encuentra congelada.
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2.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La liofilizacién es un método de secado mas caro que los convencionales debido a su alto gasto
de tiempo y energia. Este método se usa en productos de gran valor comercial. Por ello, la
aplicacion de US puede resultar beneficiosa en el desarrollo de dicho tratamiento, buscando
disminuir los tiempos de secado y por ende el gasto de energia. Durante la liofilizacion el
producto sufre un secado que puede verse potenciado por los US mediante la formacidn de
canales en la estructura de este. Ademas, los US pueden presentar distintos beneficios en
caracteristicas tecnoldgicas finales del producto, haciendo que estas sean los mas parecidas a la
muestra inicial y por tanto conseguir una mejor calidad ultima del producto, con lo que esto se

veria reflejado en el valor final.

A la vista del potencial de esta tecnologia (US) para la mejora del proceso de liofilizacién se
planted el siguiente objetivo general para este trabajo. “Evaluar el efecto de la aplicacion de

ultrasonidos en el tratamiento de liofilizacién.”
Para su consecucion se definieron los siguientes objetivos parciales:

1. Determinar la influencia de la aplicacion de US en la velocidad del tratamiento de
liofilizacidn.

2. Estudiar la capacidad maxima de liofilizacidn tras la aplicacién de un tratamiento con
us.

3. Valoracién de las caracteristicas tecnoldgicas finales del producto.
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3. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se dividié en dos partes, en primer lugar, una primera fase en la que se estudié la
influencia del tratamiento de US en la velocidad de liofilizacidn y la capacidad mdxima de
deshidratacién. Por otro lado, una segunda fase dénde se observé la influencia de la aplicacidn

de los US en las caracteristicas tecnoldgicas finales del producto.
3.1 Materia prima

El estudio se elabord utilizando zanahoria de variedad Nantesa adquirido en un supermercado
local. La materia se almacenaba en una cdmara de refrigeracién a 4 2C para su éptima
conservacién hasta el momento de su uso. Con objeto de poder establecer comparaciones
significativas entre ensayos, a partir de dichas zanahorias se obtuvieron cilindros de 2 x 2 cm
(diametro x altura), y un peso medio de entre 7 + 1 gramos por muestra, como las que se pueden
observar en la Figura 3. Dichas muestras se obtuvieron utilizando un sacabocados en forma de
cilindro de 2 cm de diametro y dos hojas de cuter integradas en una pieza de policarbonato
separadas por una distancia de 2 cm. Dado que en cada ensayo se realizaron triplicados (réplicas)
técnicos, cada una de las 3 muestras que se introducian en cada matraz, fue marcada mediante

el uso de trozos de palillos de madera.

Figura 3. Muestras control y US en forma de cilindro identificadas mediante palillos.

Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos cuyo objeto fue comprobar si los resultados
obtenidos para la zanahoria eran extrapolables a otras materias primas (vegetales) se utilizaron
también fresas de la variedad Prize. Al contrario que las zanahorias, la preparacion de estas no
supuso modificar su forma o tamano, simplemente se procedié a congelar (y posteriormente

liofilizar) el producto entero.
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La congelacién de las muestras previas a su introduccion en el liofilizador se llevéd a cabo
mediante un congelador estatico (RZ32M7535WW, Samsung, Dublin) para llevar las muestras a

-20 oC durante 24 horas, necesario para llevar a cabo el proceso de liofilizacion.
3.2 Equipo de liofilizacion

El equipo de liofilizacidon que se uso en esta investigacidn es un modelo al que se adapté un arbol
con 8 conectores dotados de llaves de paso independientes donde conectar los matraces en los
que se depositaba previamente las muestras. Este sistema permitia extraer las muestras en
diferentes momentos sin detener el equipo ni condicionar el proceso de liofilizacién del resto

de muestras (Figura 4).

Si bien este equipo permite introducir las muestras sin congelar y congelarlas de manera previa
a su liofilizacién, en nuestro caso, como se ha comentado anteriormente, se utilizd un

congelador convencional, introduciendo las muestras ya congeladas al equipo.

\} IS
Placa de
us

Arbol con
conectores
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\

Figura 4. Equipo de liofilizacion junto al generador de ultrasonidos.
3.3 Equipo de US.

El equipo de generacién de ultrasonidos (Green Technologies Modelo XXX) esta formado por 2
componentes principales: el médulo de generacién y aplicacion de US y el mddulo de control. El

modulo de generacion y aplicacidén de US se compone de 4 transductores de 40 kHz y 50 W cada
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uno. Los cuatro transductores se encuentran bajo una placa comun (Figura 5) en la cual se
introducian cuatros soportes donde se colocaron los matraces con las muestras a liofilizar
(Figura 6). Por otra parte, el equipo de control permite diseiar el protocolo de trabajo de US,
seleccionando los transductores con los que se pretende trabajar y regulando la activacién y

desactivacién de cada uno de estos, el tiempo de encendido y apagado y los ciclos de repeticién.

e ol i e M
Figura 5. Transductores. Parte inferior Figura 6. Transductores. Parte

superior.

Como puede observarse en la Figura 4, para llevar a cabo la liofilizacion de manera que se
apliquen simultdaneamente US, los matraces han de estar conectados a los conectores del arbol
y mantenerse en contacto con la placa del equipo de US, por ello, se hizo uso de mangueras que
conectasen los conectores del drbol con los matraces que se encontraban sujetos en la placa,
haciendo vacio a través de estas mangueras. De esta manera, las muestras control y las muestras
en las que se aplicaron tratamientos ultrasdnicos se liofilizaron en el mismo liofilizador al mismo

tiempo.

Por otro lado, y como se describira en resultados y discusidn, en un momento dado se realizd
un ensayo en el que se estudio la influencia que puede tener la vibracion del propio equipo en
el proceso de liofilizacidn. Para ello, los matraces se colocaron en un soporte (figura 5) separado
fisicamente del equipo de liofilizacién y acolchado, sobre el cual se apoyaron 4 matraces. De
esta manera, el soporte ofrecid una amortiguacién a la vibracién que producia el motor del

equipo.
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Figura 7. Soporte con amortiguacion a la vibracion del motor del equipo.

Este ensayo de amortiguacién de la vibracién del equipo se realizé con el fin de observar un
tratamiento de liofilizacidn lo mas similar posible a un equipo convencional, donde
normalmente el motor se encuentra de manera separada a la zona donde se produce la
liofilizacidon. De esta manera, no se producen vibraciones durante la liofilizacion que puedan

influir en el tratamiento.

Dado que el equipo de US utilizado en este estudio es de frecuencia (40 kHz) y amplitud
constante (100%), para aplicar diferentes intensidades de sonicacién se optd por la aplicacion

de los US de forma discontinua. Asi se utilizaron 4 protocolos:

- 4” de marchay90” de parada (4” ON/ 90” OFF), equivalente a un 4% de tiempo efectivo
de sonicacidn.

- 5” ON/ 25” OFF (17% de tiempo efectivo de sonicacion).

- 10” ON/ 20” OFF (33% de tiempo efectivo en sonicacion).

- 20” ON/ 10” OFF (66% de tiempo efectivo en sonicacion).

La base de la aplicacién de estos tiempos fue incrementar siempre la misma proporcién de

intensidad para poder ser comparable.
3.4 Estudio del proceso y cinética de liofilizacion

El proceso de liofilizacién se monitorizd a través de la medida de la pérdida de peso a lo largo
del tiempo de liofilizacién. Para ello, en primer lugar, previamente a la congelacién de las
muestras, se pesaron para posteriormente introducirla en los matraces donde se iban a liofilizar.

Una vez iniciado el proceso de liofilizacién, se extrajeron muestras a tiempos preestablecidos
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del liofilizador y se pesaron utilizando una balanza analitica (Kern). Las muestras no se
reintrodujeron en el liofilizador por lo que cada una de las medidas experimentales que se

mostraran en la seccién de resultados corresponde a una muestra diferente.

La pérdida de peso como consecuencia del proceso de liofilizacién se expresé como el

porcentaje de peso en relacién con el peso inicial calculdndose a través de la siguiente férmula:

% peso =% x 100 (ec 1).

t

Siendo Pi el peso inicial (g) de la muestra al comenzar la liofilizacién y Pt (g) tras un tiempo t de
liofilizacidn. Con estos valores se construyeron las graficas deshidratacion/liofilizaciéon que se
modelizaron utilizando el programa PRISMA y utilizando la ecuacion de Fick (ec 2). La ecuacién

de Fick describe matematicamente proceso de difusién de materia.
y=X,+X;—X,) 2,718281(%*%) (ec 2).

Donde Xe hace referencia al % de peso en el equilibrio; Xi al % peso inicial, siendo igual a 100; k

representa la velocidad de deshidratacion (2C/h); y finalmente, x equivale al tiempo (horas).

En el proceso de liofilizacién de este estudio se tuvieron en cuenta dos factores. En primer lugar,
la capacidad maxima de deshidratacion de la muestra, y, en segundo lugar, la cinética de
deshidratacién. Para ello se aplicé un tratamiento de liofilizacién a diferentes tiempos. Se
comenzd midiendo esta capacidad de liofilizaciéon cada 2 horas, estudiando el % de peso de la
muestra. De esta manera, se determind el tiempo necesario para alcanzar la maxima

liofilizacion.

Una vez se conocié a que horas la liofilizacién habia alcanzado su pico maximo, se aplicé US a el
proceso de liofilizacién. Este método consiste en aplicar a la vez una liofilizacidon convencional
en 4 vértices del arbol, y de manera simultanea, en los 4 vértices restantes se colocan los otros
4 matraces conectados a la placa de US. Seguidamente se establecen los tiempos a los que tomar
medidas, y cada matraz de liofilizacién convencional va correspondido con un matraz de
liofilizacidn por US para poder comparar la capacidad de liofilizacion del método convencional
con aquella a la que se aplica US. La manera de analizar los resultados es similar a la descrita en
el ensayo anterior. La ecuacidn utilizada fue la misma y se compard la velocidad de liofilizacion

y las diferencias entre la capacidad mdxima de esta.

La ecuacidn de Fick ayuda a describir la difusion de materia que se produce en el alimento en el

momento de la deshidratacion.
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3.5 Intensidad de US

La intensidad de ultrasonidos del estudio, como se ha comentado anteriormente, varié durante
el desarrollo de este. En primer lugar, el protocolo de aplicacién fue en discontinuo con 4” de
marcha y 90” de parada (4” ON/90” OFF) a lo largo de toda la liofilizacién, consiguiendo de esta
manera una intensidad del 4%. La intensidad resultante de los tiempos de aplicacion se calculd

mediante la férmula (Astrain-Redin, L. et al., 2021b):

ton

% intensidad US = ton+toff

(ec3.)

Siendo ton el tiempo de encendido de US y t el tiempo de apagado.

Posteriormente, se aumento la intensidad a 16% con tiempos de aplicacion 5” ON/ 25” OFF. Por
ultimo, las intensidades probadas fueron del 33% con tiempos de 10” ON/ 20” OFF y del 66%
con 20” ON/ 10” OFF. La base de la aplicacion de este tiempo fue incrementar siempre la misma

proporcién de intensidad para poder ser comparable.
3.6 Caracterizacion de las propiedades tecnoldgicas

La caracterizacién de las propiedades tecnoldgicas del producto una vez liofilizado tiene como
fin estudiar los efectos del tratamiento independientemente de cual haya sido su cinética de
deshidratacién. Se estudiaron 4 pardmetros: capacidad de rehidratacion, color, capacidad de
retencién de agua (CRA) y textura. Todas las pruebas se realizaron con el fin de comparar las

muestras control y las muestras tratadas mediante US.
3.6.1 Rehidratacién

El estudio de la rehidratacién se realizd una vez el producto habia alcanzado el punto maximo
de liofilizacién a las 24 horas. Posteriormente, se estudio la rehidratacion tras 30 minutos, 1 hora
y 3 horas. El método consistié en sumergir las muestras de zanahorias liofilizadas en vasos de

plastico llenos de agua consiguiendo que las muestras estuviesen totalmente sumergidas.

Tras pesar las muestras, estas se sumergieron de manera completa en agua y se sacaron a los
tiempos mencionados anteriormente. Para asegurar que las condiciones fuesen lo mas
similares, se sacaban todas las muestras al mismo tiempo y se iba retirando el agua superficial
de cada una con papel, una vez todas fuesen pesadas se volvian a sumergir. Durante el tiempo
de secado y pesado de las muestras el reloj se ponia en pausa para que el tiempo que influyese

fuese Unicamente el tiempo en el que las muestras se encontraban sumergidas en agua.
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Figura 6. Muestras sumergidas en agua. Prueba de rehidratacion.

3.6.2 Color

Se evaluod el color mediante el espacio de color CIELAB, el cual nos da tres coordenadas: la L
(luminosidad), la a (coordenadas rojo-verde) y la b (coordenadas amarillo-azul). En nuestro caso
se tuvo en cuenta el valor L (luminosidad) y a (rojo-verde).

Las muestras empleadas para este anadlisis fueron las resultantes del tratamiento de
rehidratacién tras 24 horas de liofilizacién. El equipo utilizado fue un colorimetro CIELAB, con el

qgue se tomaban 3 medidas por cada una de las muestras medidas.
3.6.3 Textura

Se llevé a cabo un andlisis fisico-quimico midiendo dos aspectos de la textura del producto. En
primer lugar, se obtuvieron datos de la firmeza de las muestras con un Analisis de Perfil de
Textura (TPA) en el texturémetro (TA-XT2i. Aname Espafia). Esta prueba simula un proceso de
masticacién y ofrece una medicion objetiva de diferentes valores. En este caso, se tuvo en
cuenta la dureza de estas correspondiente al primer pico de la grafica, siendo representada en
fuerza (g).

Por otro lado, se realizé un test de corte por cizalla con la sonda “Warner-Bratzler”. El valor del
test de corte mide la resistencia de la muestra a ser cortada. Esta resistencia se expresa en
“fuerza de corte” en kilogramos/fuerza.

En ambos casos las muestras utilizadas fueron las obtenidas tras el proceso de rehidratacién

aplicado tras la liofilizacién.
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3.6.4 Capacidad de retencion de agua (CRA)

Este método de caracterizacion del producto se hizo con el objetivo de estudiar la pérdida de
peso que se produce en la muestra tras haber sido cocinado. Para ello, se pesaron las muestras
y estas se introdujeron en tubos de ensayos, sumergiéndose en agua hirviendo durante 30
minutos. Una vez transcurridos los 30 minutos, se sacaron las muestras de los tubos de ensayo
y se elimind el agua superficial con la ayuda de un papel. Por Gltimo, las muestras fueron pesadas

para compararlas con el peso inicial y asi poder calcular la capacidad de retencién de agua.

La ecuacién utilizada para calcular la CRA fue la siguiente:

CRA = 100 — (% X 100) (ec 4).

i

siendo Pi el peso inicial y Pf el peso final de la muestra.
3.7 Tratamiento estadistico de los datos

El nimero de muestras por punto de liofilizacidon fue de 3 y por ello nos interesaba saber la
variabilidad de los resultados. Por ello, en las curvas de deshidratacion de las muestras de
zanahorias del control frente a las tratadas con US, se determind el coeficiente de determinacién
(R?). El valor de R? aporta informacidn sobre la variabilidad del modelo que hemos elegido para
analizar nuestras muestras, es decir, cuan cerca estan los valores de la linea de regresidn, todo
ello con la utilizacién del programa GranphPad PRISM. Este programa también se utilizé para
aplicar la ecuacién de Fick, ecuacién utilizada para modelizar la curva de deshidratacion y

transferencia de masa, pudiendo asi determinar la pérdida de peso de las muestras.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se ha descrito en Justificacidn y Objetivos, el objetivo principal de este trabajo fue estudiar
y evaluar el efecto que tiene la aplicacion de US por contacto directo sobre un proceso
convencional de liofilizacién. Para alcanzar este objetivo, en primer lugar, se estudid el efecto
de la aplicacién de diferentes intensidades ultrasénicas en la velocidad de deshidratacion, para,
posteriormente, evaluar el impacto de las modificaciones en este pardmetro en las propiedades

tecnoldgicas y en la calidad final del producto.
4.1. Efecto de la aplicacion de US en el proceso de liofilizacion.

Si bien son numerosos los estudios en los que se demuestra que la aplicacién de los US en la
industria alimentaria mejora los procesos de transferencia de masa y energia (Astrain-Redin, L.
et al,. 2019) en la mayoria de ellos los US se aplican a través de un medio liquido o gaseoso (aire)
a través del que se transmiten las ondas ultrasdnicas. Las potenciales ventajas de la aplicacion
de US en seco ya se han presentado/discutido en la introduccién y, por ello, en este estudio se
evalud la aplicacion de US durante la liofilizacion de zanahorias sin el empleo de ningiin medio
de transmisioén (liquido o sélido). No obstante, dadas las caracteristicas del equipo de liofilizacidn
y del generador y transductores ultrasénicos utilizados en este estudio, la aplicacién de los US
no fue por contacto “directo” entre el transductor y el alimento en el sentido estricto, sino que
se establecié a través de la pared de los frascos de vidrio en los que se llevaba a cabo la

liofilizacion.
4.1.1. Estudio de diferentes intensidades ultrasonicas

En primer lugar, se evalud el efecto de la aplicacién de 3 intensidades ultrasonicas (4%, 32% y
66% de tiempo efectivo de sonicacidn) en la velocidad de liofilizacién y el contenido en agua
final del producto. En paralelo se estudid el efecto sobre una muestra a la que no se aplicaron

III

US que se empled como “control”. Las graficas de deshidratacién en las que se representa el %
de peso (en relacién al paseo inicial) a lo largo del tiempo se muestran en la Figura 7. Las
muestras de zanahoria que recibieron tratamiento por US se muestran de color gris y las
muestras de zanahoria que se encontraban directamente conectadas al liofilizador sin ningtn
contacto con los US, es decir, las muestras control, en color negro. Sefialar que, como se ha
indicado en material y métodos, ambas muestras se liofilizaron en el mismo liofilizador al mismo
tiempo. Una vez obtenidas las graficas de liofilizacion/deshidrataciones estas se modelizaron
con la Ecuacion de Fick (Ecuacion 2), obteniendo los resultados mostrados en la tabla 1. En todos

los casos el coeficiente de regresion (R?) fue superior a 0, (0,9294) lo que indicaba la bondad del

ajuste de las curvas a los datos experimentales.
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Figura 9. Efecto de la aplicacion de US durante en proceso de liofilizacion en la pérdida de peso
(deshidratacion) de las muestras de zanahoria. Las grdficas también incluyen los datos obtenidos
para las muestras control (sin US). Los datos corresponden a diferentes ensayos realizados en
dias independientes. A) Intensidad de US: 4%. B) Intensidad de US: 32%. C) Intensidad de US:
66%.

Tabla 1. Velocidad de deshidratacion (k) y contenido en agua final de la muestra (P final)
porcentaje de peso final de la muestra (P final) determinados tras el ajuste con la Ecuacion de
Fick en las diferentes condiciones ensayadas. La tabla incluye los pardmetros determinados para

los controles (no US) en cada ensayo. Se incluyen, entre paréntesis, las desviaciones estandar.

Control uUs
Intensidad ultrasénica
k P final (%) k P final (%)
4% 0,136 (0,02) 12,42 (1,45) 0,127(0,01) 11,57 (1,08)
32% 0,108 (0,01) 11,89(0,74) 0,105 (0,02) 10,30(1,22)
66% 0,101 (0,01) 10,10(1,24) 0,113(0,01) 11,09 (0,31)

La primera intensidad estudiada fue la de 4 %, que correspondia a ciclos de 4 segundos de
aplicacion de US frente a 90 segundos de parada (Figura 9A). Como se puede observar, la
aplicacion de los US no mejord significativamente (p>0,05) la velocidad de liofilizacién. De

hecho, en la Tabla 1 donde se muestran los parametros obtenidos tras modelizar, para las

22



muestras control, la velocidad de liofilizacion fue de 0,136 (0,02) mientras que para las muestras
con US fue de 0,127 (0,01). Es m3s, la velocidad de deshidratacion (k) de las muestras control se
encontraron incluso ligeramente (en promedio) por debajo de las US lo que podria ser atribuido
sencillamente a la variabilidad bioldgica entre muestras. Dado que esta ausencia de diferencias
podria ser debida a que la intensidad ultrasdnica aplicada era demasiado baja (ademas hay que
tener en cuenta que entre el transductor y la muestra de zanahoria se encontraba la pared de
vidrio). Por ello, se continud el estudio investigando la aplicacion de ultrasonidos con una
intensidad del 32% -aplicando ciclos de 10 segundos de US seguidos de 20 segundos de parada-
(Figura 9B) y del 66% -aplicando ciclos de 20 segundos de US seguidos de 10 segundos de
apagado- (Figura 9C). Como puede deducirse de los resultados de las graficas tampoco ninguna
de estas intensidades ultrasonicas condujo a incrementos significativos (p=0,05) en la velocidad

de deshidratacidn en comparacién con sus respectivas muestras control.

De estos datos se deduce que ninguna de las intensidades ultrasénicas aplicadas condujo a una
reduccion significativa en la velocidad de deshidratacidn. De forma similar, y como se puede
observar en la tabla 1, la humedad/contenido en agua final de las muestras tampoco fue
significativamente diferente entre las muestras tratadas por US y las muestras control. Dicho de
otra forma, se puede concluir que el tratamiento de US, aplicado en nuestras condiciones no

ofreceria mejoras en cuanto a la velocidad de liofilizacién de la zanahoria.
4.2. Efecto de los US en las propiedades tecnoldgicas de los productos liofilizados

Sin bien el principal objetivo inicial del estudio era estudiar el efecto de los US en la velocidad
de liofilizacidn, dado que la liofilizacidén es un proceso de deshidratacién que se usa en alimentos
de alto valor afiadido y por ende de gran calidad final (Bermudez et al., 2016), y que se han
documentado que la aplicacion de determinados tratamientos previos (como los Pulsos
Eléctricos de Alto Voltaje) puede conducir a una mejora de las propiedades sensoriales y
tecnoldgicas de los alimentos sin mejoras en la velocidad del proceso (Ade-Omowaye et al.,
2020), a continuacion se evalud el impacto que la aplicacién de US tendria en algunas de las
propiedades tecnoldgicas mas relevantes y relacionadas con la calidad de un producto

liofilizado.

4.2.1. Efecto de los US en la capacidad/velocidad de rehidratacién de las zanahorias liofilizadas
La rehidratacion es una caracteristica importante a la hora del consumo de alimentos que han
sido deshidratados. Como se ha mencionado anteriormente en la introduccion, la aplicacion de
US provoca (o puede provocar) cambios en la estructura interna de los alimentos, dando lugar

a pequefios poros en el interior de estos que consiguen una mejor difusion de materia (Bhargava
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et al,. 2021). Por ello, se evalué si la aplicacidon de US (y la consecuente formacion de dichos

poros) en las muestras de zanahoria mejoraria la capacidad de rehidratacion.

La rehidratacién de las muestras se llevé a cabo de manera que estas quedasen totalmente
sumergidas en el agua destilada. Posteriormente se pesaron las muestras tras diferentes
tiempos de contacto para asi determinar la capacidad que presentaban las muestras de absorber

agua (de rehidratacion).

En primer lugar, se estudié el proceso de rehidratacidn de las muestras tratadas a una intensidad
(tiempo efectivo de exposicién) de US del 32%. Como se puede aprecia en la Figura 10, las
muestras que habian sido sometidas a esta intensidad ultrasdnica mostraron un aumento de
peso ligeramente superior en promedio (aunque no estadisticamente significativo) a las

muestras control, mostradas en color gris.
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Figura 10. Influencia de la aplicacién de ultrasonidos durante la liofilizacion (32% de tiempo
efectivo) en la capacidad de rehidratacion de muestras de zanahoria. Las barras de error indican

la desviacion estdandar.

A la vista de estos resultados, se realizé un segundo ensayo de rehidratacidn, pero con muestras
tratadas durante un 66% del tiempo. En la Figura 11 se observa como una mayor intensidad
tampoco condujo a una mayor capacidad de rehidratacién. Es mds, aunque las diferencias de
nuevo no fueron significativas los resultados sugieren que en este caso incluso la aplicacién de

US durante la liofilizacién podria ser contraproducente.
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Figura 11. Influencia de la aplicacion de US durante la liofilizacion (66% de tiempo efectivo) en
la capacidad de rehidratacion de muestras de zanahoria. Las barras de error indican la desviacion

estdndar.

En resumen, y a pesar de la variabilidad en los resultados obtenidos, se puede concluir que la
aplicacién de US, a las intensidades estudiadas, tampoco mejoraria la capacidad ni velocidad de
rehidratacion de las muestras, aunque, en promedio, ambos pardmetros si que mejoraron
ligeramente cuando las muestras se trataron a una intensidad del 32 %. Este resultado contrasta
ciertos estudios donde se menciona que una mayor porosidad en la estructura (generada por la
aplicacion de US) da lugar a una mejor rehidratacién (Law et al., 2016). Sin embargo, también
en la bibliografia se ha documentado que no siempre aplicar US supone una mejor rehidratacion,
por lo que no puede descartarse que aplicar otras intensidades si que conduzca a una mejora en

este proceso.
4.2.2. Efecto de la aplicacidn de US en el color de las zanahorias liofilizadas

El color es otra de las propiedades tecnoldgicas que se evaluaron en la muestra final debido a
que dicho parametro es muy relevante en los estudios de liofilizacién, ya que como indica la
literatura cientifica, la liofilizacion conduce a un menor oscurecimiento de los alimentos en

comparacién con el secado convencional mediante aire (Law et al., 2016).

Por ello, y para estudiar el efecto de la aplicacion de US se determinaron las coordenadas Cielab
de las muestras control y de las muestras tratadas por US a la maxima intensidad estudiada (66%
de tiempo/intensidad). Como puede observarse en la figura 10 y la tabla 2, la aplicacién de US

tampoco condujo a diferencias significativas en ninguno de los tres parametros del espacio (L, a

y b).
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Figura 12. Influencia de la aplicacion de US (66% del tiempo) durante la liofilizacién en los

parametros L, a y b de las muestras de zanahoria tras la liofilizacion.

Tabla 2. Coordenadas Cielab determinadas para las muestras de zanahoria (liofilizadas) control

y las tratadas por ultrasonidos (66% de tiempo de aplicacion).

Control us
L* 61,08 (1,54) 62,89 (1,44)
a* 29,10 (0,98) 28,61 (0,88)
b* 52,57 (1,51) 52,92 (0,56)

Por ello, se puede concluir que la aplicacidn de US no afecté de forma negativa al color de
zanahorias liofilizadas, mismos resultados que ofrecen Abatzoglou y Zhang, (2020), donde la
presencia de US en el secado no provocd cambios significativos en diferentes atributos de
calidad, entre ellos el color. Sin embargo, estos resultados difieren de los obtenidos por An et
al., 2020), donde en ensayos realizados con fresas, las muestras control presentaban una mayor
luminosidad que las que habian sido sometidas a un tratamiento ultrasdnico, donde el valor L*
disminuyd. Esto puede ser debido a las diferencias en estructura y composicion de las fresas y
la zanahoria, pero también en el tratamiento ultrasénico aplicado (y la forma de hacerlo). En la

ultima seccion de esta seccidn se discutird en mas detalle este punto.
4.2.3. Efecto de la aplicacidn de US en la textura de las zanahorias liofilizadas

Otro aspecto importante en la calidad de los alimentos liofilizados es su textura, que en el caso
de los alimentos liofilizados se determina tras su rehidratacidn. Para ello, se realizé un test TPA
y un test de corte en muestras de zanahorias liofilizadas con ayuda de US a dos intensidades:

32% y 66%.
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La figura 11, muestra los resultados en unidades de Fuerza (g) determinados con el test TPA (una
sola fase) para zanahorias liofilizadas sin (control) y con la aplicacién de ultrasonidos a dos
intensidades 32 % (Figura 13A) y 66 % de tiempo efectivo (Figura 13B). Este tipo de test se usa
para determinar la dureza de las muestras/resistencia a la penetracion de la sonda. Como puede
observarse no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la fuerza obtenida,
lo que indicaria la ausencia de diferencias entre las muestras, aunque, por otra parte, las gréficas
también evidencian la notable variabilidad en los resultados obtenidos, lo que podria estar
enmascarando la existencia de dichas diferencias. En cualquier caso, de existir diferencias los
resultados sugieren que el aumentar el tiempo de exposicidn a los ultrasonidos hasta un 66% de

tiempo efectivo conduciria a una pérdida de dureza de las muestras.
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Figura 13. Fuerza (g) determinada mediante el test TPA para las muestras de zanahoria
liofilizadas sin (control) y con la aplicacion de US a dos intensidades. A: 32 % de tiempo efectivo

y B: 66 % de tiempo efectivo. Las barras de error indican la desviacidn estdndar.

Por su parte, en la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos del test de corte. De nuevo,
y como en el test TPA, tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
las muestras control y tratadas por US. No obstante, si que se observa una tendencia inversa a
la observada al test TPA para las muestras liofilizadas tras la aplicacién de US durante un tiempo

efectivo del 66 %.

En resumen, los resultados de los test de textura revelaron que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras control y las muestras tratadas por US. Esto
es consistente con los resultados de los ensayos de rehidratacién, que indicaban que ambas
muestras tenian una capacidad de rehidratacién similar, ya que mayores valores de fuerza (g) se
suelen relacionar con el contenido en agua (Song, Hu & Zhang, 2016), que por otra parte ya se

habia observado que era similar.
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Figura 14. Fuerza (g) determinada mediante el test de corte para las muestras de zanahoria
liofilizadas sin (control) y con la aplicacion de US a dos intensidades. A: 32 % de tiempo efectivo

y B: 66 % de tiempo efectivo. Las barras de error indican la desviacidon estdndar.
4.2.4. Efecto de la aplicacidn de US en las pérdidas por cocinado de las zanahorias liofilizadas

Finalmente, mediante el método de las pérdidas por cocinado (Cook Loss) se estudid la
capacidad de retencién de agua de las muestras de zanahoria tras su cocinado. Este método
aporta lainformacién acera de la Capacidad de Retencién de Agua (CRA) ya que mide la cantidad
de agua que se pierde durante el proceso de cocinado. En este sentido, los alimentos que han
sido sometidos a los ultrasonidos US pueden haber sufrido modificaciones a nivel estructural lo
que podria conducir a cambios en la capacidad de rehidratacién (que en este caso no se
observaron) pero también en la forma en la que esta agua queda unida a los diferentes

componentes/estructuras. y esto provoca una mayor difusion de masa.

Como se aprecia en la Figura 15, en la que se representa el porcentaje de perdida de agua de
ambas muestras tras su cocinado, no se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre las muestras control y la liofilizada.
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Figura 15. Capacidad de retencion de agua de las muestras de zanahoria liofilizadas tras su
rehidratacion (180 minutos). Zanahorias Control y liofilizadas con la aplicacion simultdnea
de ultrasonidos (66% de tiempo efectivo de sonicacion). Las barras de error indican la

desviacion estandar.

En resumen, todos los resultados obtenidos en este trabajo fin de grado indican que la aplicacion
de US, en el modelo experimental estudiado, no mejorarian ni los tiempos necesarios para la
liofilizacidn del producto ni sus caracteristicas fisico-quimicas y/o propiedades tecnoldgicas. En
este punto es conveniente sefialar que son varias las posibles causas de las diferencias entre
nuestros resultados y los obtenidos por otros investigadores (Jager et al., 2012). Asi, en primer
lugar, hay que sefialar que la cantidad de producto con la que se ha trabajado es bastante
pequefia (del orden de decenas de gramos) por lo que la retirada de agua por parte del equipo
de liofilizacion empleado seria bastante eficiente, enmascarando el efecto de los US y/o
haciendo muy dificil de mejorar el proceso. En segundo lugar, en algunos de estos estudios las
muestras estaban en contacto directo con el transductor (o separados por una superficie
metalica). Por otra parte, también es importante indicar que, al menos en algunos de los otros
estudios, las muestras que se liofilizan no estan expuestas a la vibracién del equipo, sin embargo,
en nuestro caso, por la configuracién del equipo en el que el arbol donde se sitian los matraces
esta dispuesto sobre el motor. Por ello se planted la hipdtesis de que, de alguna manera, la
vibracién generada por el motor del equipo podria estar afectando al proceso de liofilizacién, tal

vez enmascarando el efecto de los US.
4.3. Influencia de la vibracion del equipo en el proceso de liofilizacién

Para evaluar la influencia de la vibracién del equipo sobre las muestras control, se realizé un
ensayo donde se intentd amortiguar la vibracion procedente del motor del equipo hacia las

muestras. Dicho ensayo de amortiguacién simulé un ensayo donde al igual que en un equipo
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convencional las muestras se encontrasen alejadas/separadas del motor y por lo tanto su
proceso de deshidratacidon no se viera afectado por las vibraciones de este (ver material y

métodos).

En la Figura 16A se muestran las graficas de deshidratacién, obtenidas en paralelo, de muestras
sometidas al proceso de liofilizacion en matraces amortiguados (gris) y sin amortiguacion
(negro). Como puede observarse en dicha grafica las muestras liofilizadas con amortiguacion
pierden peso a una velocidad ligeramente menor que las muestras liofilizadas en el arbol del
equipo. Esto es especialmente evidente entre las 5 y las 16 horas de ensayo, como puede
observarse en la Figura 16B. Si bien no se puede descartar que haya otros factores implicados
estos resultados podrian explicar, al menos parcialmente, por qué al contrario de lo reportado
en la bibliografia en nuestro caso no se observé un efecto positivo de la aplicacion de US en la

velocidad de liofilizacion.
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Figura 16. Influencia de la amortiguacion de la vibracion del equipo en la velocidad de
liofilizacién/deshidratacion de muestras de zanahoria. A: Curvas de deshidratacion. B: % de agua

en peso tras diferentes tiempos de deshidratacion con y sin amortiguacion.
4.4. Efecto del tipo de matriz: liofilizacion de fresas

Finalmente, y dado que la estructura celular y tisular varia notablemente entre los alimentos
estudiados en los diferentes trabajos acerca del uso de los US para la mejora del proceso de
liofilizacidon también se valoro si esa podria ser una de las causas de las diferencias entre nuestros
resultados y los reportados por otros investigadores. Por ello se llevaron a cabo una serie de

ensayos con fresas para verificar esta Ultima hipodtesis.
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En la Figura 17, se muestran, a modo de ejemplo, los resultados del porcentaje de peso perdido

tras 24 horas de liofilizacion.
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Figura 17. Porcentaje de peso perdido de fresas sometidas a liofilizacion durante 24 horas.

Comparacion de control y US.

Como puede observarse no se encontraron diferencias significativas en el nivel de
deshidratacién. Se obtuvieron resultados similares para el resto de tiempos ensayados. Estos
resultados sugieren que el tipo de materia prima no seria la causa de las diferencias entre
nuestros resultados y los obtenidos por otros investigadores o, dicho de otra forma, que el tipo
de materia prima no condicionaria el efecto de los US en el proceso de liofilizacion (al menos en
nuestras condiciones experimentales). Ademas, como se puede observar en la figura 18, el
aspecto de las fresas tras el proceso de liofilizacion fue similar para las muestras

independientemente de si habian sido sometidas a US o no.

Figura 18. Influencia de la aplicacion de US (66%) sobre el aspecto de las fresas tras 24 horas de

liofilizacion.

Estos resultados nos resultan muy interesantes pues es bien conocido que el proceso de
liofilizacidn tiende a deteriorar notablemente el aspecto externo de las fresas (Lammerskitten
et al., 2020) mientras que en nuestro caso las fresas control presentaron un aspecto muy similar

al de las fresas frescas, sin apenas colapso de la estructura. Esto sugiere que las condiciones de
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liofilizacidn ensayadas en este TFG (como se ha discutido anteriormente) podrian estar cerca de
las 6ptimas, lo que también podria haber limitado/enmascarado el efecto de los ultrasonidos en

el proceso.

De forma conjunta, todos los resultados obtenidos en este TFG indican que, en nuestras
condiciones experimentales el efecto de la aplicacidn de US en la velocidad de liofilizacion de la
zanahoria seria marginal, y probablemente, de existir, se veria enmascarado por el efecto de la
vibracién. O, dicho de otra forma, que las mejoras que la aplicacidn de US en el proceso serian
debidas probablemente a la vibracién/micro-vibracion que los US generarian (y que mejoraria
los procesos de transferencia de masa) pero que generando esa vibracidn por otros medios se
podia conseguir el mismo beneficio (en términos de velocidad de proceso). Ademds, los datos
obtenidos con la fresa sugieren que estas conclusiones seran extrapolables a vegetales con

estructuras celulares/tisulares diversas.

5. CONCLUSIONES

- Los resultados obtenidos indican que la aplicacion de US por contacto directo
(independientemente de la intensidad aplicada) en las condiciones estudiadas y con el
equipamiento empleado en este Trabajo Fin de Grado no resultaria en diferencias
significativas ni en la velocidad de liofilizacién ni en la humedad final de la zanahoria.

- Dela misma forma, la aplicacidn simultdanea de US durante el proceso de liofilizacién no
produciria cambios significativos en las propiedades tecnoldgicas (capacidad de
rehidratacién, pérdidas por cocinado), o sensoriales (textura y color) de la zanahoria.

- En las condiciones ensayadas la vibracién del motor del equipo podria estar
enmascarando el efecto de los ultrasonidos ya que, al amortiguarse, la velocidad de
deshidratacion/liofilizacién se ve disminuida. Seria interesante llevar a cabo nuevos
estudios para verificar si, en estas nuevas condiciones, los ultrasonidos son capaces de
mejorar la velocidad de liofilizacién y/o las caracteristicas del producto final.

- Al igual que para la zanahoria tampoco se observaron mejoras en la velocidad de
liofilizacién/deshidratacion de las fresas lo que sugiere que las conclusiones obtenidas

en este estudio podrian ser extrapolables a otros alimentos/tipos de tejidos
6. CONCLUSIONS.

- The results obtained indicate that under the conditions studied in this End Degree
Project (treatments intensities and equipment used) application of direct contact US
during carrot freeze-drying would not results in significant differences in the drying

speed or the final moisture of the carrot.
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- Similarly, the simultaneous application of US during the freeze-drying process would not
induce significant changes in the technological proprieties (retention capacity, cook loss)
or sensorial proprieties (texture and color) of the carrot samples.

- Under the conditions tested the vibration generated by the engine of the equipment
might be hiding the effect of US since this vibration seems to increase the the
dehydration/lyophilization rates. It would be interesting to carry out new experiments
to verify if when engine vibration is cushioned, US are able to improve the freeze-drying
rates and/or the product final proprieties.

- As for the carrots, no improvements were observed in the freeze-drying/dehydration
rates of strawberries, which suggest that the conclusions obtained in this study could be

extrapolated to other foods/tissue types.

7. VALORACION PERSONAL

La realizacién de este Trabajo de Fin de Grado me ha permitido, en primer lugar, aumentar mi
conocimiento en cuanto a literatura cientifica y la busqueda de esta, asi como la seleccién de
informacidn conveniente a la hora de redactar dicho trabajo. Este aspecto lo veo de gran
importancia en un futuro laboral cuando necesite revisar informacién y datos de un
determinado tema y contrastarlos con los propios.

En cuanto al drea mas practica, la realizacién de los diferentes ensayos ha hecho que pudiese
conocer tecnologia y equipos con los que nunca habia tenido la oportunidad de trabajar,
ampliando asi mi visién y conocimiento en la tecnologia de los alimentos. Experimentar como
es el dia a dia de en el sector de la investigacidén y enfrentarme a diferentes situaciones que me
ha tocado resolver de manera auténoma ha hecho que pudiese mejorar mis capacidades a la
hora de resolver problemas e interpretar diferentes datos y situaciones.

Por ultimo, el tema tratado en este Trabajo de Fin de Grado respecto a una tecnologia menos
comun como es la liofilizacién asistida por US me ha permitido conocer un campo diferente del
sector el cual creo que es muy interesante y que puede tener una gran aplicacion en el desarrollo

de alimentos.
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