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1. RESUMEN

Las frutas desecadas, son alimentos concentrados en nutrientes (tienen alta cantidad de
vitaminas, minerales y fibra), por lo que son una alternativa interesante para personas de
todas las edades si son consumidas de forma moderada. El problema es que los procesos
méas empleados para la deshidratacion utilizan aire a altas temperaturas que puede
producir dafios en estos nutrientes asi como afectar a la calidad sensorial del alimento.
Es por ello que resultaria interesante poder deshidratar las frutas a menores temperaturas

para afectar lo menos posible a su calidad.

Los Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje (PEAV) son una tecnologia que produce la
permeabilizacion de las envolturas celulares facilitando la salida del agua intracelular,
por lo que podria ser un pre-tratamiento previo a la deshidratacién que podria permitir

disminuir la temperatura de deshidratacion.

Por eso, el objetivo de esta investigacion se ha centrado en evaluar el efecto de la
permeabilizacion en la membrana de ciruelas enteras que provocan distintos

tratamientos PEAV mediante procesos de deshidratacion con aire caliente.

Como materia prima se usaron ciruelas enteras a las que se aplicaron diferentes
tratamientos PEAV en funcion de las temperaturas usadas (30, 50, 70 y 90 °C). Los
tratamientos PEAV aplicados se definieron entre aquellos que permitieron conseguir un
mayor grado de permeabilizacion de las células (medido por el indice de desintegracion
celular y la cantidad de liquido extraido por centrifugacion) con el menor coste

energético de los tratamientos PEAV.

Con los datos obtenidos, se construyeron graficas de deshidratacion que se describieron
con un modelo matemaético con las que se pudo cuantificar y comparar el efecto de los
tratamientos PEAV vy las temperaturas de deshidratacion en los tiempos y velocidades

de deshidratacion.

La permeabilizacion de las células de las ciruelas tratadas por PEAV aumentd
significativamente la velocidad de deshidratacion de las mismas, pudiéndose reducir el
tiempo y la temperatura necesarios para su completa deshidratacion. Por ejemplo, el
tratamiento de de 4 kV/cm-10 pulsos permitié reducir el tiempo de deshidratacion 3y 2
veces a 30 y 50°C, respectivamente, con respecto a las ciruelas control con un consumo

energético extra de tan solo 0,26 kJ/kg por el tratamiento PEAV.



ABSTRACT

Dried fruits are highly concentrated nutrients nourishment (containing high amounts of
vitamins, minerals and fiber), that being the reason why they offer an interesting
alternative for wide age range individuals, if consumed moderately. The main issue is
that the most used processes for the dehydration of fruits, use a extremely hot air,
susceptible to affect the nutrients and the organoleptic properties of plums. That’s the
reason why being able to dehydrate fruits using lesser temperatures may be an

interesting option, in order to achieve the tiniest damage to the product quality.

PEF are a new technology that produces the electroporation of cells providing the
intracellular water way out, this fact allowing it to be a pre-treatment shall to be applied

prior to the dehydration with hot air.

That’s the reason why the main object in this study has focused in assess the effect of

different PEF treatment using dehydration with hot air.

Plums were used as a raw material, being treated at different temperatures (30, 50, 70
and 90°C). Electric fields strengths were chosen between those that allowed reaching
high values in electroporation cells (measuring that results with IDC and the amount of

liquid extracted by centrifugation) using less energy.

Dehydration graphics were built using the obtained results and described through a
mathematic model, in order to quantify and compare the effect of PEF and dehydration

temperatures with dehydration time and speed.

Electroporation degree of plums treated with PEF increased meaningfully the
dehydration speed, achieving the reduction of temperature and dehydration time. As an
example, 4 kV/cm-10 pulses treatment allowed to reduce dehydration time 3 and 2
times at 30 and 50°C, respectively, in comparison to control plums, resulting in an

additional energy cost of just 0,26 kJ/kg, through PEF treatment.



2. INTRODUCCION
2.1 Ciruelas deshidratadas o secas

Las ciruelas secas son productos obtenidos por deshidratacion de las ciruelas enteras.
Deben tener un grado de humedad del 23% como méaximo y por 500 gramos de ciruelas

secas debe haber un nimero de frutos inferior a 105 (Reglamento (CE) n° 464/1999).

El producto final tiene una vida Gtil mas larga que la que tendria la fruta fresca y un
peso mucho menor debido a que se reduce su actividad de agua hasta valores de 0,65-
0,68 mediante la eliminacion de agua, aumentandose por ello su concentracion en
solutos, y limitdndose el efecto de los agentes de alteracion, en especial los

microorganismos (Newman et al., 1996).

De forma general, la deshidratacion industrial de las ciruelas se realiza en taneles de
secado a temperaturas del aire de deshidratacion elevadas (80-90°C) y tiempos largos,
que en ocasiones pueden llegar a las 36 horas segun los volimenes de produccién, para
conseguir que se mantengan al méximo las propiedades sensoriales y nutritivas de esta
fruta. Hay estudios que incluso reducen los tiempos de deshidratacion a temperaturas de
unos 80°C a tan so6lo 45 minutos con el fin de minimizar las pérdidas de calidad, tiempo
que esta condicionado por el calibre de las ciruelas (Urfalino y Worlock, 2014). Una vez
deshidratadas, y antes de su comercializacién, se les aplica una etapa de “tiernizado”
que consiste en una rehidratacion con vapor o agua caliente (90°C durante 30-50
minutos) hasta llegar a una humedad del 28-30% con el proposito de suavizar la pulpa y

hacerla méas agradable al paladar al momento de consumirla (Urfalino, 2013).

2.2 Proceso de deshidratacion

La deshidratacion es una operacion de la industria alimentaria que tiene como objetivo
eliminar la mayor parte del agua contenida en un alimento por evaporacion mediante la

aplicacion de calor bajo condiciones controladas.

El secado de los alimentos es el método mas antiguo de conservacion de los productos
perecederos, y se basa en la reduccién del agua disponible para los agentes de alteracion
mediante su evaporacion hasta niveles de humedad entorno al 2% (Casp et al., 2003).
La industria alimentaria utiliza la deshidratacion como método de conservacién de un

gran namero de productos, entre los que encontramos los productos lacteos y derivados,



productos derivados de los cereales, frutas, etc. También se aplica para reducir el peso y
volumen de los alimentos (lo que abarata los cotes de almacenaje y transporte) y para
facilitar el empleo y diversificar la oferta de productos.

La mayoria de los procesos de deshidratacion se caracterizan porque el alimento se pone
en contacto con una corriente de aire caliente de modo que el calor requerido para
eliminar el agua se aporta al alimento principalmente por conveccion. Menos frecuente
es la desecacion de los alimentos por contacto directo con una superficie caliente en el

que el calor se aporta al producto principalmente por conduccion.

La deshidratacion es un proceso complejo que implica procesos de transferencia de
masa y calor (Shenma et al, 2003). El agua se elimina de los alimentos por medio de su
difusion en fase liquida y/o vapor a través de su estructura interior. Al movimiento del
agua en estado liquido le sigue su evaporacién en algun punto del alimento, para la cual
es necesario calor. Por lo tanto, el proceso supone un transporte simultaneo de materia y

calor.

La evolucién de la humedad de un alimento a lo largo del tiempo de secado se muestra
en la Figura 1 (Casp et al, 2003), donde se pueden distinguir las siguientes etapas:

- Un periodo de precalentamiento, que transcurre mientras el producto y el agua en
él contenida se calientan ligeramente, hasta alcanzar la temperatura del bulbo himedo
caracteristica de ambiente secante. La velocidad de transferencia de masa es muy lenta,
pero el gradiente de temperatura entre el aire caliente y la superficie del alimento es
elevada y, por lo tanto, la transferencia de calor es también alta. Este periodo es muy

corto en comparacion con el tiempo total de secado.

- Un periodo de velocidad constante, durante el cual se produce una reduccion del
contenido de agua importante. La evaporacion se efectta en la superficie del producto, a
temperatura constante, siendo ésta la del bulbo himedo del aire. Este periodo contintia
mientras que la superficie del producto esté alimentada por agua libre liquida desde el
interior, fundamentalmente por capilaridad. El flujo de agua liquida arrastra solutos que
se depositan en la superficie, si no son volatiles, produciendo el fenémeno de
encostrado. Generalmente, esta etapa finaliza cuando el contenido medio de humedad
del producto alcanza la humedad critica. Cuando la superficie externa del producto deja

de estar saturada de agua, comienzan uno o varios periodos de velocidad de secado



decreciente y la temperatura se incrementa continuamente desde la del bulbo himedo

hasta la del fluido calefactor.

- Periodo de velocidad decreciente que comienza cuando la superficie del producto
en contacto con el aire de secado alcanza el umbral de higroscopicidad (alcanza la
humedad critica). La zona de evaporacion o “frente de secado” se desplaza desde la
superficie al interior del producto. La migracion del agua es cada vez mas dificil y como
consecuencia la transferencia de masa se convierte en el factor limitante. La velocidad
de deshidratacion en este periodo de secado estd limitada principalmente por la
velocidad de movimiento de la humedad dentro del solido, siendo menos importantes

los efectos de los factores externos, en especial la velocidad del aire.

_ Precalentamiento
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Figura 1. Curva de deshidratacion.

La temperatura y la velocidad del aire son los dos principales parametros que influyen
en el proceso de deshidratacion de un alimento. En general, la velocidad de
deshidratacion aumenta con ambos parametros siendo mas importante el efecto de la
temperatura en la reduccion del tiempo de deshidratacion. Por ejemplo, en un estudio
sobre la deshidratacion de arandanos se observo que un aumento de la temperatura de
secado de 85°C a 107°C reducia el tiempo de secado a la mitad mientras que para
reducirlo alrededor del 30% el tiempo de secado a 85°C fue necesario aumentar
alrededor de 100 veces la velocidad del aire (desde 0,4 m/s hasta 45 m/s) (Yemmireddy
et al, 2013). Sin embargo, hay que tener en cuenta que la temperatura de deshidratacion
puede tener influencia en las propiedades sensoriales y nutritivas del producto. Elevadas

temperaturas y velocidades de deshidratacion suelen provocar que los productos
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deshidratados tengan una mayor dureza y una peor rehidratacion por la formacion de
una corteza en la superficie, por lo que se consideran como “productos diferentes o
nuevos”. Es por ello que actualmente se estan buscando nuevas tecnologias de
procesado que por si solas o combinadas con el secado tradicional de los alimentos
permitan aumentar la velocidad de deshidratacion, y reducir el tiempo y temperatura de
secado para asi reducir el coste energético del proceso (4-6 MJ/kg) y minimizar la
degradacion de nutrientes y de las propiedades sensoriales del producto debidas a la
aplicacion de calor (Ade-Omowaye et al., 2001). Por ejemplo, se ha demostrado que la
aplicacion de microondas durante el proceso de secado reduce significativamente el
tiempo de secado lo que conlleva importantes ahorros de energia (Feng, 2002). Otra de
las tecnologias que se esta investigando con tal fin es la aplicacion de pulsos eléctricos

de alto voltaje que es el tema de estudio de este trabajo.

2.3 Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje

El tratamiento de pulsos eléctricos de alto voltaje (PEAV) consiste en la aplicacién de
campos eléctricos de alta intensidad (>0,5 kV/cm) y corta duracion (del orden de mili a
microsegundos) a un producto colocado entre dos electrodos (Barbosa-Céanovas y col.,
2001). Este tratamiento provoca cambios estructurales en las membranas celulares de
células tanto procariotas como eucariotas, formando poros, lo que se traduce en un
aumento de su permeabilidad al paso de moléculas e iones, denominandose el proceso

electroporacion.

Uno de los modelos mas aceptados para explicar la electroporacion de la membrana
plasmatica es la “Teoria de la inestabilidad electromagnética” (Zimmermann y col.,
1974; Zimmermann, 1986). Segun esa teoria, al someter una célula a la accién de un
campo eléctrico externo se produce un acumulo de iones con cargas eléctricas de signo
contrario a ambos lados de la membrana. Las fuerzas de atraccion electrostaticas que se
establecen entre las cargas provocan la compresion de la membrana y la formacion de

poros cuando éstas superan el limite de elasticidad de la membrana.

La electroporacion de la membrana puede ser reversible, de forma que los poros
formados se cierran tras el tratamiento, o irreversibles si siguen permaneciendo abiertos.
La permeabilizacion reversible se emplea en el campo de la biotecnologia o de la

ingenieria genética para introducir en el interior de la célula sustancias como proteinas,



ADN, etc. Sin embargo, en la industria alimentaria, las aplicaciones de esta tecnologia
se basan en la permeabilizacién irreversible de las membranas. La reversibilidad o
irreversibilidad de los poros depende de diversos factores como el grosor de la
membrana, la forma y el tamafio de las células o la intensidad del tratamiento aplicado.
De manera general, los poros formados son reversibles si son de pequefio tamafio en
comparacion con el area de la membrana. Un aumento de la intensidad del tratamiento,
mediante el incremento del campo eléctrico y/o el nimero o anchura del pulso, puede
dar a la irreversibilidad de los poros formados. EI campo eléctrico critico para la
irreversibilidad del tratamiento varia en funcion del tamafio y la forma de la célula,
siendo en general aceptados entre 0,5 y 2 kV/cm para las células eucariotas como las
que constituyen los vegetales y entre 10 y 15 kV/cm para las procariotas como los

microorganismos (Donsi y col., 2010).

Son diversas las técnicas utilizadas para evidenciar la formacién de poros en las
envolturas celulares: uso de colorantes, microscopia electrdnica, etc., principalmente en
células procariotas. En el caso de las eucariotas, ademas y desde un punto de vista
préctico, se suelen utilizar medidas rapidas como el indice de Desintegracion Celular
(IDC), que es una medida del grado de permeabilidad celular en base a la mayor o
menor facilidad al paso de una corriente eléctrica de diferente frecuencia, y la
determinacion de la cantidad de liquido extraido tras una centrifugacion a partir de
células procesadas. Estas son las técnicas utilizadas en este trabajo para determinar el
grado de permeabilizacion celular conseguido por los tratamientos y que se describiran

con mas detalle posteriormente.

2.3.1 Aspectos técnicos del tratamiento de PEAV.
Los parametros principales que definen los tratamientos de PEAV son la intensidad del
campo eléctrico, la anchura del pulso, el nimero de pulsos, el tiempo de tratamiento y la

energia especifica.

Intensidad del campo eléctrico: Se define como la diferencia de potencial (V) existente
entre los dos electrodos donde se coloca el alimento dividido por la distancia que los

separa:
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donde E es el campo eléctrico aplicado, V el voltaje aplicado entre los dos electrodos, y

d la distancia que los separa. Se suele expresar en kV/cm.

Forma y anchura del pulso (t): En la actualidad, en los tratamientos de pulsos eléctricos
se emplean esencialmente dos tipos de pulsos: los de caida exponencial y los de onda
cuadrada. Los pulsos de caida exponencial se producen por la descarga completa y no
regulada de los condensadores del equipo PEAV, lo que provoca un rapido incremento
del voltaje y su posterior descenso exponencial a lo largo del tiempo, aspecto este que
dificulta la medida del tiempo de tratamiento. Por otro lado, los pulsos de onda
cuadrada se caracterizan porque tras un rapido incremento del voltaje este se mantiene
constante durante un periodo de tiempo y, finalmente, cae de nuevo rapidamente. Por lo
tanto, en este caso, la descarga de los condensadores estd regulada con el fin de
mantener el voltaje seleccionado constante a lo largo de toda la duracion del pulso. Por
ello, es preferible trabajar con los pulsos de onda cuadrada con el fin de determinar con

precision la intensidad del campo eléctrico y el tiempo de tratamiento aplicados.

Para poder caracterizar el pulso, hay que determinar la anchura del mismo. En los
pulsos de onda cuadrada, este calculo es inmediato y se corresponde con la duracion del
pulso. Mientras que en los de caida exponencial, se define como el tiempo durante el

cual la amplitud del pulso es superior al 37% del maximo voltaje de descarga.

Tiempo efectivo de tratamiento (t): Se define como el nimero de pulsos aplicados por

su anchura (1), y se expresa en mili 0 microsegundos segun el tipo de pulsos utilizados.

Frecuencia: Es el numero de pulsos aplicados por unidad de tiempo. Una vez
seleccionado el tiempo efectivo del tratamiento, la frecuencia determina el tiempo de
permanencia del producto en la cdmara de tratamiento donde se encuentra el producto,

es decir, el tiempo de procesado.

Energia por pulso: Cuando se aplica una diferencia de potencial entre los electrodos de
la cdmara de tratamiento, se genera una corriente eléctrica que circula a través del

producto. La energia aplicada en cada pulso se define segun la siguiente ecuacion:
W = VIt

donde W es la energia aplicada en el tiempo t, V es el voltaje aplicado entre los

electrodos e | es la intensidad de la corriente eléctrica.
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La energia total aplicada en un tratamiento sera el resultado de multiplicar la energia
aplicada en cada pulso por el nimero de pulsos del tratamiento. Y la energia especifica
del pulso es el resultado de dividir la energia del pulso por la masa de la materia tratada.
Multiplicando dicha energia por el nimero de pulsos se obtiene la energia especifica

total aplicada con la que es posible estimar el coste energético del tratamiento.

2.3.2 Aplicacion de los PEAV en la industria alimentaria

La permeabilizacion irreversible de las membranas de las células vegetativas de los
microorganismos provoca su inactivacion a temperaturas inferiores a las que se utilizan
en el procesado térmico de los alimentos. Por ello, los PEAV son considerados, en la
actualidad, como una de las tecnologias emergentes de pasteurizacion de alimentos

especialmente sensibles al calor como los zumos de frutas (Toepfl., 2006).

La electroporacion irreversible de las membranas celulares de los tejidos animales o
vegetales se estd investigando con objeto de mejorar la transferencia de masa en
procesos de la industria en los que la sustancia que se transfiere tiene que atravesar la
membrana citoplasmatica de las células. La mayoria de las investigaciones realizadas
hasta el momento se han centrado en el estudio de las ventajas de la aplicacion de un
tratamiento de PEAV en la extraccion de distintos componentes de interés como azucar
de remolacha, betanina de remolacha roja, polifenoles, antocianos, etc. (Knorr y
Angersbach, 1998; Ade-Omowaye et al., 2001; Vorobiev y Lebovka, 2006). También se
ha utilizado para la elaboracion de vino tinto, mejorando la extraccion fendlica durante
la elaboracion del vino mediante el tratamiento de las uvas por PEAV antes de la etapa
de fermentacién-maceracién (Puértolas et al. 2010). Los primeros estudios realizados en
2005 en la Universidad de Zaragoza demostraron que un tratamiento PEAV (2-10
kV/cm; 0,4-6,7 kJ/kg) a las uvas antes de la fermentacion-maceracion aumentaban y
aceleraban la extraccion fendlica en diferentes variedades como Tempranillo, Graciano,
Mazuelo, Garnacha y Cabernet Sauvignon (L6pez et al. 2008, 2009). En otro campo en
el cual se esta investigando el uso de los PEAV, es en la elaboracion de aceites
vegetales, en especial el aceite de oliva virgen. La aplicacion de un tratamiento con
PEAV en la pasta de aceitunas después de la molienda aumento el porcentaje de aceite
extraido en un 8,3% cuando el batido se llevo a cabo bajo condiciones de procesamiento
en frio (15°C), mejorando las caracteristicas sensoriales del producto. (Abenoza y col,.

2012). Finalmente, también se ha estudiado el efecto de la aplicacion de un tratamiento
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de PEAV previo al proceso de deshidratacion sobre la velocidad de deshidratacion de
distintas frutas y hortalizas como patatas y pimientos rojos. Un pre-tratamiento con
PEAV redujo el tiempo de deshidratacion convencional de un 20% a 30%, a
temperaturas de deshidratacion inferiores a 60°C (Ade-Omowaye et al 2000, 2003;
Knorr y Angersbach 1998). Ademas de disminuir el tiempo de deshidratacion, se
observé que el tratamiento de PEAV permitia reducir la temperatura de deshidratacion
obteniéndose productos deshidratados con unas mejores caracteristicas sensoriales
(Ade-Omowaye et al. 2001).
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

La temperatura y la velocidad del aire son dos de los principales pardmetros que
condicionan la pérdida de agua de los alimentos durante el proceso de deshidratacion.
De entre ellos, la temperatura es el que mas influye en la velocidad de deshidratacion.
Sin embargo, el uso de temperaturas de deshidratacion muy elevadas puede afectar
considerablemente a las propiedades sensoriales de los alimentos (Muratore et al.,
2008).

La mayor parte del agua contenida en los alimentos se encuentra localizada en el
interior celular. Por lo tanto, en el proceso de deshidratacién, la membrana de las células
actlia como una barrera que dificulta el proceso de deshidratacion. Los pulsos eléctricos
de alto voltaje es una tecnologia que provoca la electroporacion de las membranas
celulares facilitando la extracciéon de los componentes localizados en el interior de las
células. Es por ello que en esta investigacion se plantea la hipotesis de la aplicacion de
un tratamiento previo al secado con aire de pulsos eléctricos de alto voltaje que faciliten
la transferencia de agua del interior celular al aire de deshidratacion. Es decir que el
objetivo general de esta investigacion fue el de evaluar el efecto de la permeabilizacion
en la membrana de las células de ciruelas enteras que provocan distintos tratamientos

PEAYV en procesos de deshidratacion con aire caliente.

Para alcanzar este objetivo, fue necesario realizar los siguientes objetivos parciales:

1. Establecer las condiciones de tratamiento por PEAV que permitan conseguir la
maxima electroporacion de las células de la ciruela con el menor consumo
energético.

2. Obtener las graficas de deshidratacion de ciruelas a diferentes temperaturas,
comparando ciruelas tratadas por pulsos eléctricos de alto voltaje de distinta

intensidad y ciruelas sin tratar (control).

3. Describir con modelos matematicos las curvas de deshidratacion para cuantificar

el efecto de los PEAV y la temperatura en la velocidad de deshidratacion.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Materia prima

Se usaron ciruelas moradas enteras compradas en un supermercado local. Se utilizaron
alrededor de 20 ciruelas para cada lote estudiado. Se entiende por lote aquellas ciruelas
que han sido compradas y tratadas el mismo dia y sometidas a las mismas condiciones

de temperatura de secado, medida de IDC o volumen extraido por centrifugacion.

4.2 Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje (PEAV)

El equipo PEAV que se utilizd en esta investigacion (ScandiNova, Uppsala, Suecia)
consta basicamente de un transformador (DCPS D10-400, Scandinova) que convierte la
corriente trifasica alterna (380V, 16 A) en corriente continua de 1 kV, la cual es
transferida a 6 interruptores IGBT conectados en serie. Una sefial eléctrica externa
(TTL, 5V) controla la apertura y cierre de los médulos IGBT, provocando la descarga
de la corriente de 1 kV en una primera sefial pulsante de onda cuadrada. Finalmente, un
transformador de pulsos convierte esa primera sefial pulsante en la sefial de alto voltaje
deseada. Con este circuito, el equipo es capaz de generar pulsos de onda cuadrada de 3
microsegundos de duracién y de hasta 30 kV de voltaje y 200 A de intensidad, a una
frecuencia de hasta 300 Hz. El control del equipo se realiza mediante un software
especifico disefiado por la empresa fabricante (K1-15m, Scandinova) manejable
mediante una pantalla tactil de cristal liquido. Dispone de un sistema de seguridad que
permite la desconexién manual del circuito eléctrico en caso de emergencia. La
determinacion del voltaje y amperaje aplicados se realiza mediante una sonda de alto
voltaje (P6015A, Tektronix, Wilsonville, Oregon, EE.UU.) y una sonda de amperaje
(Stangenes Industries, Palo Alto, California. EE.UU.) conectadas a un osciloscopio
digital (TDS 220, Tektronix).

La camara de tratamiento utilizada consistia en dos electrodos paralelos cilindricos
macizos de acero inoxidable de 8 cm de diametro separados una distancia de 5,5 cm
por un cuerpo cilindrico hueco de metacrilato donde se alojaba la muestra. La
superficie de los electrodos estaba pulida a espejo para favorecer que la distribucién
del campo eléctrico en la caAmara de tratamiento sea lo méas uniforme posible. Uno de
los electrodos se conectd a alto voltaje, mientras que el otro estaba conectado a

tierra.
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Para la aplicacion de los tratamientos de PEAV vy posterior deshidratacion de las
ciruelas, éstas se introdujeron en el interior de la zona de tratamiento y posteriormente
la camara se rellend con una disolucion acuosa de NaCl que tenia una conductividad de
0,55 mS/cm (Figura 4.1). Con ello, se consiguié una resistencia en la camara de
tratamiento de 100-150Q condiciones adecuadas para el correcto funcionamiento del
equipo. Tras los correspondientes tratamientos PEAV, se realizd la determinacion de la
permeabilizacion celular por tratamientos PEAV mediante la medida de IDC y la

cuantificacion del liquido intracelular extraido por centrifugacion.

Figura 4.1. Camara de tratamiento utilizada para aplicar los tratamientos PEAV a las ciruelas.

Dependiendo de la investigacion y como se indicara en cada caso, se aplicaron distintos
tratamientos PEAV que variaron desde 1 a 5 kV/cm y de 10 a 50 pulsos de 3
microsegundos, lo que suponia una variacién de la energia especifica aplicada de 0,03 a
1,3 kJ/Kkg.

4.3  Determinacion del indice de Desintegracion Celular (IDC)

El IDC de las ciruelas tratadas y no tratadas por PEAV se determiné usando un
impedanciometro (DIL — Deutsches Institut fir Lebensmitteltechnik E.V., Quakenbriick,

Alemania) con una cadmara de medicion de 2 cm de diametro y 2 cm de longitud donde
se colocaba un trozo de la muestra del mismo tamano. El equipo aplica un potencial de
1,5V y mide la conductividad de la muestra en un rango de frecuencias que varia desde
500 Hz hasta 5 MHz. Este equipo esta conectado con un ordenador en el que se registra
la curva de impedancia a partir de la cual se determina el IDC segun la siguiente

expresion (Ade-Omowaye Yy col., 2000):

16



Ky —K
Kn =KD o o, 1

Zy=1-b—5——5—-;0 <7, <
P (Kn — K1) P

donde Zp es el IDC; b es Ky/K'p; Ky K’y son la conductividad eléctrica de la muestra
control y la muestra tratadas a baja frecuencia (5 kHz); y Ky y K’ son la conductividad
eléctrica de la muestra control y la muestra tratadas a alta frecuencia (500kHz). La
determinacion de la impedancia se realiza con ayuda del software “Impedance

Measurement” (DIL).

4.4  Cuantificacion del liquido intracelular extraido por centrifugacion

La permeabilizacion de las membranas celulares de las ciruelas por la aplicaciéon de
tratamientos de PEAV se caracterizd mediante la eliminacion de agua intracelular de las
ciruelas por centrifugacion (Jouan CR 4.11, Cedex, Francia). Una vez tratadas las
ciruelas, se cortaron en dos mitades, una de ellas se corto6 en tres trozos y se introdujeron
dentro de una malla de red en un tubo para centrifugacién con perlas de vidrio en el
fondo para facilitar la separacion de la parte solida de las ciruelas de la fraccion acuosa
liberada por accion de la fuerza centrifuga. Una vez centrifugadas las ciruelas a 1500
rpm durante 10 minutos, se separé la parte solida y se cuantificd la cantidad de agua
eliminada por pesada (Figura 4.4). Los resultados se expresaron en porcentaje de peso
del liquido extraido (gramos de liquido extraido por 100 gramos de ciruela). Varias
velocidades y tiempos de centrifugacion fueron investigados ya que el protocolo
aplicado para otras matrices no permitia cuantificar diferencias entre las muestras
procesadas 0 no por PEAV por esta técnica siendo que en la manipulacion de las
muestras si que habia claras diferencias. De todas las combinaciones evaluadas, 1500
rpm durante 10 minutos fue la que mejores resultados permitié obtener con esta técnica

(datos no mostrados).

Figura 4.4. Tubos de laboratorio con el liquido intracelular extraido en los diferentes tratamientos
PEAV vy control (primer frasco de la izquierda).
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45 Deshidratacién

Debido a la falta de disponibilidad de equipos, la deshidratacion de las ciruelas se llevo
a cabo en distintas estufas segin la temperatura de deshidratacion. Asi la deshidratacion
a 30°C se realizd en la estufa Selecta Hotcold-UL (Digitronic, Barcelona); la de 50°C,
en el deshidratador Sedona Rawfood (Mod. SD-P9000, California); y las de 70 y 90°C,
en la estufa Selecta (Mod. 2000962). Estudios realizados y que se muestran mas
adelante demostraron que el rango de velocidad del aire de deshidratacion (entre 0,2 y
1,0 m/s) en los diferentes equipos era similar y no afect6 a las curvas de deshidratacion

obtenidas por lo que los resultados eran directamente comparables.

Las ciruelas se colocaban sobre una rejilla para no interrumpir el flujo del aire (Figura
4.3). A cada una de las temperaturas de deshidratacién, se deshidrataban 4 ciruelas para
cada una de las condiciones de tratamiento PEAV y control. A lo largo del proceso de
deshidratacion, las ciruelas se pesaban en una balanza analitica (Sartorius BL210S,
Madrid), para determinar la pérdida de agua a lo largo del tiempo. La frecuencia de la
toma de peso de las ciruelas se realizd a intervalos diferentes en funcién de la
temperatura de tratamiento. Las graficas de deshidratacion se obtuvieron representando

el peso de las muestras expresado en porcentaje a lo largo del tiempo de deshidratacion.
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Figura 4.5. Disposicién de las ciruelas en una de las estufas de deshidratacion.

4.6 Medida de la velocidad del aire en las estufas de secado

Con el fin de determinar la posible influencia de la velocidad del aire de deshidratacion
en las distintas estufas, se realizé la medida de este parametro en cada una de las

posiciones en las que se colocaron las ciruelas en las distintas estufas utilizadas
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mediante un anemémetro (FV A915 S140, AHLBORN, Alemania) determinandose los
siguientes rangos de medida:

- Estufa Selecta Hotcold-UL (30°C): de 0,4 a 0,5 m/s.
- Deshidratador Sedona Rawfood (50°C): de 0,3 a- 1,0 m/s.
- Estufa Selecta (70 y 90°C): de 0,2 a 0,6 m/s.

Se caracterizo la velocidad del aire de las estufas y realizaron curvas de deshidratacion
de ciruelas colocadas en los puntos donde se habian medido las mayores diferencias de
velocidad del aire. La figura 4.6 muestra a modo de ejemplo las curvas de
deshidratacion obtenidas a 30, 50 y 70°C de ciruelas colocadas en posiciones que
variaban desde los 0,3 hasta 1 m/s. Como se observa, las curvas fueron similares
independientemente de la velocidad del aire. Resultados similares se obtuvieron para
otras condiciones y equipos tanto en las muestras control como en las tratadas por
PEAV. Segun estos resultados, las posibles diferencias que se pudieran detectar no
serian debidas a la velocidad del aire dentro del rango aplicado posiblemente debido a
que las velocidades podian considerarse bajas. Como se ha indicado anteriormente, para
reducir el 30% el tiempo de secado de ardndanos era necesario aumentar alrededor de

100 veces la velocidad del aire, desde 0,4 m/s hasta 45 m/s (Yemmireddy et al, 2013).

4.7 Rehidratacion de las muestras

Se realiz6 un estudio preliminar de la rehidratacion de ciruelas deshidratadas a 90°C
mediante la inmersién de las muestras tratadas y no tratadas por PEAV (4 kV/cm - 10
p) en agua a 25°C. Debido a que las ciruelas flotaban, fue necesario utilizar material del
laboratorio para mantenerlas bajo el agua. A lo largo del tiempo de rehidratacion, se
determinaba el peso de las ciruelas una vez escurridas. Las graficas de rehidratacion se
obtuvieron representando el peso de las muestras expresado en porcentaje a lo largo del

tiempo de rehidratacion.
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Figura 4.6. Curvas de deshidratacion de ciruelas obtenidas a 30, 50 y 70°C con distintas velocidades del

aire de deshidratacion.
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4.8  Descripcion de las curvas de deshidratacion con modelos matematicos

Las curvas de deshidratacion se describieron utilizando la ecuacién 1 basada en el
modelo de Fick:

Y = Xe + (Xi-Xe)*exp (-k*t) (Ec. 1)

donde Y es la pérdida de peso a lo largo del tiempo (g); Xi es el peso inicial (en %); t es
el tiempo de secado (h); Xe es el peso de la muestra detras un tiempo infinito de
deshidratacion (en %); y k es una constante que representa la velocidad de
deshidratacion (h™). En este estudio, debido a que en algunas condiciones de secado las
muestras no se deshidrataron completamente, el valor Xe se calculé en aquellas curvas
donde el proceso de deshidratacion se completd. A partir de los valores obtenidos se
calculd el valor medio y este valor medio (14% peso) se considerd constante para los
ajustes de todas las curvas. Como los resultados se han presentado en tanto por ciento,
el valor Xi en todos los casos era de 100%. La ecuacion 1 se ajustd a los valores
experimentales mediante técnicas de regresion no lineal con el programa de anélisis
estadistico Prism 5.0 (GraphPad Prism 5, San Diego, CA). La bondad del ajunte se
determiné a partir del coeficiente de determinacion (R?) y la raiz del error cuadrético de

la media (RECM) segUn las expresiones:

2 _ _i=ai-»)?
k== e i-y)? (Ec.2)
n L2
RECM = —i=@izvd” (Ec. 3)
n—1

donde y; es el valor estimado con el modelo; y es el valor medio observado; y; es el
valor observado; y n es el niimero total de observaciones. Mientras que el R? informa
sobre la proporcién de la variabilidad total que explica el modelo elegido y el RECM
puede considerarse como el promedio de la discrepancia entre los valores observados y
los estimados por el modelo. Valores del RECM proximos a 0 indican un buen ajuste

del modelo a los datos experimentales.

4.9 Andlisis de datos.

El andlisis estadistico se realizo con el programa Prism 5.0 (GraphPad Prism 5, San
Diego, CA). Los datos presentados representan los valores medios de las medidas
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realizadas al menos en tres muestras diferentes. Las barras de error se corresponden con
la desviacion estdndar de la media. La existencia de diferencias estadisticamente
significativas se determin6é mediante el test t de Student (p=0,05).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo general de este estudio fue evaluar si la aplicacion de un tratamiento de
pulsos eléctricos de alto voltaje a ciruelas antes de su deshidratacion permitia reducir el
tiempo o la temperatura de secado en comparacién a un proceso tradicional de
deshidratacién con aire. Para ello, fue necesario elaborar las curvas de deshidratacion a
distintas temperaturas de ciruelas control y tratadas por PEAV a distintas intensidades y
describirlas matematicamente para cuantificar el efecto de la temperatura y los
tratamientos PEAV en la velocidad de deshidratacion. Antes de elaborar las curvas de
deshidratacion, fue necesario establecer las condiciones de tratamiento por PEAV que
permitian obtener el mayor grado de electroporacion de las células de las ciruelas con el

menor consumo energetico.

5.1 Determinacion de las condiciones 6ptimas de electroporacion de las ciruelas.

Como ya se ha indicado en la introduccion, se han sugerido distintos procedimientos
para cuantificar el grado de electroporacion provocado por la aplicacion de tratamientos
de PEAV con objeto de establecer de manera rapida y precisa las condiciones de
tratamiento méas adecuadas (Puértolas, 2012). Entre todos ellos, en este estudio se utilizo
para cuantificar el grado de electroporacion de las células de las ciruelas tratadas y no
tratadas el IDC asi como la comparacién de la cantidad de liquido que se elimina de las
ciruelas sometidas a tratamientos de distinta intensidad PEAV al aplicar una suave
centrifugacion. En el caso del IDC, cuando el tejido esta totalmente intacto e integro, el
parametro Z, tiene un valor de O; por el contrario, cuando las células estan totalmente
permeabilizadas, el valor es de 1. Dependiendo del grado de permeabilizacion celular, el
parametro Z, oscila entre valores de 0 y 1, expresandose en tanto por 1 el porcentaje de
células permeabilizadas. En el caso de la cantidad de liquido extraido por
centrifugacion, este procedimiento estd basado en que la permeabilizacién de las

membranas celulares provocada por el tratamiento de PEAV favorece la salida del agua
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intracelular, de modo que cuanto mayor es el grado de permeabilizacién obtenido,

mayor deberia ser la cantidad de liquido liberado por centrifugacion.

5.1.1. Evaluacion de los PEAV en el indice de desintegracion celular.

La Figura 5.1 muestra los IDC obtenidos de las ciruelas tratadas a distintas intensidades
del campo eléctrico (2, 3 y 4 kV/cm) y nimero de pulsos (10, 30 y 50 pulsos de 3 ps).
Como se observa, el IDC aumenta con el numero de pulsos y con la intensidad del
campo eléctrico, obteniéndose los mayores indices cuanto mas intenso era el
tratamiento. En este caso, el porcentaje de células permeabilizadas seria de un 37%. Por
otro lado, para conseguir un determinado IDC, se requiere un menor nimero de pulsos
cuanto mas elevado es el campo eléctrico aplicado. Por ejemplo, para permeabilizar el
10% de las células, serian necesarios unos 17 pulsos de 4 kV/cm, 30 de 3 kV/cm y 50 a
2 kV/cm. Con el fin de determinar la permeabilizacion causada por los PEAV desde un
punto de vista energético, la Figura 5.1 se representd en funcién de la energia especifica
aplicada (Figura 5.2). Como se observa, el IDC aument6 con la energia aplicada a todos
los campos eléctricos. En esta representacion, para una misma cantidad de energia
aplicada, el nimero de células permeabilizadas fue mayor cuanto menor era el campo
eléctrico. Por ejemplo, al aplicar 0,75 kJ/kg, el IDC para pulsos de 4 kV/cm era de
alrededor de 0,13, mientras que a 3 kV/cm era de 0,22. Segun estos resultados y los de
la Figura 5.1, para un mismo nivel energético de PEAV, puede resultar méas interesante
aplicar mas numero de pulsos para conseguir mayores IDC. Sin embargo, estos
resultados son inconcluyentes ya que Luengo et al. (2015) observaron que el IDC
aumentaba con la energia especifica hasta los 20 kJ/kg aplicados, independientemente
de la intensidad del campo eléctrico y del nimero de pulsos, utilizando como matriz
discos de remolacha roja. Es por ello que harian falta mas datos para obtener
conclusiones mas claras o si por el contrario dependiendo de la matriz alimentaria, el
comportamiento de los PEAV es diferente. Por ejemplo, Luengo et al. (2013, 2014)
observaron en piel de naranja y de tomate que tratamientos superiores a 15 pulsos a

distintos campos eléctricos (entre 3 y 7 kV/cm) apenas incrementaban el IDC.

23



0.59

-e- 2 kV/cm
0.4 - 3 kV/cm
-- 4 kV/cm
0.34
@)
o
0.24
0.1-
00 L] L] T T 1
0 10 20 30 40 50 60

n° pulsos

Figura 5.1. Influencia de la intensidad del campo eléctrico y el nimero de pulsos en el IDC de la ciruela
tratada por PEAV.
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Figura 5.2. Influencia de la intensidad del campo eléctrico y la energia especifica en el IDC de la ciruela
tratada por PEAV.

5.1.2. Evaluacion del efecto de los PEAV en el liquido intracelular extraido por

centrifugacion.

La Figura 5.3 compara el porcentaje de liquido extraido por centrifugacién de las
ciruelas sometidas a tratamientos de PEAV a tres intensidades de campo eléctrico (2, 3
y 4 kV/cm) y distintos numeros de pulsos (10, 30 y 50 pulsos de 3 us). Mientras que en
las muestras sin tratar (O pulsos) apenas se observd la salida de liquido tras la
centrifugacion (datos no mostrados), en las tratadas independientemente del tratamiento
aplicado se observa que la aplicacion de un tratamiento de PEAV previo a la
centrifugacion favorecio la salida del liquido intracelular. Por lo tanto, estos resultados
confirman que los tratamientos habian provocado el aumento de la permeabilidad de las

membranas celulares. Se observa que la cantidad de liquido extraido era mayor al
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aumentar la intensidad del campo eléctrico aplicado sobre todo cuando solo se aplicaron
10 pulsos. A campos eléctricos de 2 kV/cm, el volumen extraido incrementd con el
namero de pulsos; sin embargo, a 3 y 4 kV/cm tratamientos de mas 30 pulsos 0 mas no
provocarian una mayor extraccion de liquido, indicando que tratamientos de 3 kV/cm 'y
30 pulsos o de 4 kV/cm y 10 pulsos serian suficiente para conseguir el mayor grado de

electroporacion en el rango investigado.
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Figura 5.3. Influencia de la intensidad del campo eléctrico y el nimero de pulsos en la cantidad de
liquido extraido por centrifugacion de ciruelas tratadas por PEAV.

Cuando la Figura 5.3 se represento en funcidn de la energia especifica aplicada a todos
los campos eléctricos investigados (Figura 5.4), se observa que el volumen de liquido
extraido aumento con la energia independientemente del campo eléctrico hasta valores
de 0,5 kJ/kg. Estos niveles energéticos correspondian a tratamientos de 4 kV/cm y 10
pulsos o de 3 kV/cm y 30 pulsos con los que se conseguian porcentajes de extraccion
del 22-23%. Por encima de los 0,5 kJ/kg, tratamientos PEAV de mayor intensidad no
permitian aumentar el volumen extraido por lo que estos tratamientos serian los que

mayor nivel de permeabilizacion se podrian alcanzar dentro de los rangos investigados.
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Figura 5.4. Influencia de la intensidad del campo eléctrico y la energia especifica aplicada en la cantidad
de liquido extraido por centrifugacion de ciruelas tratadas por PEAV.

5.1.3. Relacion entre el IDC y el liquido intracelular extraido por centrifugacion.

Debido a que el IDC es una medida rapida y facil de realizar y que se ha determinado
que este parametro aumenta con la intensidad de los tratamientos PEAV, podria resultar
un indice adecuado para establecer las condiciones de tratamiento PEAV que permitan
el mayor grado de desintegracion celular y, por tanto, una mayor transferencia de masa
requerida en los procesos de deshidratacion. Sin embargo, al tratarse de una medida
indirecta del mejor o peor paso de corriente de distintas frecuencias por un tejido podria
haber diferente grado de permeabilizacién celular y producirse medidas inadecuadas si
ese paso de corriente se ve facilitado por otros fendmenos como por ejemplo un mayor
liquido extracelular sin que haya una permeabilizacion celular, aire ocluido, mayor o
menor union entre las células que forman el tejido, etc. Es por ello que la determinacion
del liquido intracelular extraido por centrifugacion puede ser una técnica que se
aproxime mas a la mayor o menor modificacion de la transferencia de masa por
permeabilizacién celular y, por tanto, un indicativo mas real del posible efecto de los
PEAYV para mejorar la deshidratacion de las ciruelas. Con el fin de determinar si el IDC
podria permitir predecir la mayor o menor extraccion de liquido intracelular, se ha
construido la Figura 5.5 que relaciona los IDC con la cantidad de liquido extraido para
cada una de las condiciones PEAV investigadas. Como se observa, el porcentaje de
liquido extraido aumenta hasta valores de IDC de alrededor de 0,1. Por encima de este

valor, no se produce una mayor extraccion de liquido. Es més, analizando con detalle
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los resultados, se ha determinado una correlacién lineal con un R? de 0,84 entre el
volumen extraido y el IDC hasta valores de éste de 0,05 (datos no mostrados). Es decir,
en este rango es donde el IDC podria utilizarse para determinar de forma rapida y
sencilla las condiciones de tratamientos PEAV que permitirian la mayor extraccion de
liquido y, por tanto, de permeabilizacion. Fuera de este rango, el IDC no seria un
pardmetro adecuado con tales fines.

En base a estos resultados obtenidos, un tratamiento de 4 kV/cm y 10 pulsos (0,26
kJ/kg) seria uno de los tratamientos a elegir para evaluar el efecto de los PEAV en la
mejora de los procesos de deshidratacion a distintas temperaturas como se tratara a

continuacion.
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Figura 5.5 Relacion entre el IDC y el volumen extraido por centrifugacién conseguido al aplicar distintos
tratamientos PEAV en ciruelas.

5.2. Influencia de la aplicacion de tratamientos PEAV en las curvas de

deshidratacion de ciruelas obtenidas a distintas temperaturas.

Como se ha mostrado en las gréficas anteriores, el tratamiento de 4 kV/cm y 10 pulsos
es el que mas permeabiliza las células requiriendo para ello una menor energia (0,26
kJ/kg) en comparacion con los otros tratamientos investigados por lo que es este el
tratamiento utilizado para evaluar el efecto de los PEAV en la deshidratacion de ciruelas

a distintas temperaturas.

La Figura 5.6 muestra las curvas de deshidratacion obtenidas durante el secado de las
ciruelas tratadas por PEAV (Figura 5.6A) a 4 kV/cm y 10 pulsos y sin tratar (Figura
5.6B) a distintas temperaturas (30, 50, 70 y 90°C). Como se observa en ambas graficas,

se produce un descenso continuo del agua presente en las ciruelas a lo largo del tiempo
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de deshidratacion. Esta disminucion del contenido en agua era mas rapido conforme
mas elevada era la temperatura de deshidratacion; es decir, la pérdida de peso estaba
claramente influenciada por la temperatura. Un aspecto a sefialar en todas las curvas de
deshidratacion a diferencia de la curva tedrica de deshidratacion descrita en la
introduccidn, es que en ninguna de las curvas obtenidas se observo la fase inicial de
precalentamiento. En todos los casos, independientemente de la temperatura y si las
ciruelas estaban tratadas o no, las muestras comenzaron a perder peso desde el inicio del
proceso. Este hecho puede ser debido a que la cantidad de ciruela que se introdujo en la
estufa de deshidratacion era muy pequeiia comparado con el volumen de aire y
rdpidamente las ciruelas se acondicionaban a las condiciones de secado, comenzando a

perder agua rdpidamente una vez introducidas en la estufa de deshidratacion.

Con el fin de comparar mas claramente el efecto de los tratamientos PEAV en las
curvas de deshidratacion, la Figura 5.7 muestra las curvas de deshidratacion de ciruelas
tratadas por PEAV vy control a cada una de las temperaturas investigadas. Los simbolos
se corresponden con los valores experimentales y las lineas con el ajuste de la ecuacion
1 a estos valores. Como se puede observar, a 30 y 50°C, los tratamientos PEAV
permitieron reducir significativamente el contenido en agua de las ciruelas para los
mismos tiempos de deshidratacion. O para conseguir el mismo nivel de deshidratacion,
el tiempo requerido fue menor cuando las ciruelas habian sido previamente tratadas por
PEAV. Sin embargo, a temperaturas de 70 y 90°C, no se observaron diferencias
significativas entre las curvas de deshidratacion obtenidos a partir de las ciruelas
tratadas y sin tratar. Es decir, 70°C seria una temperatura a partir de la cual el efecto del
calor predomina sobre la permeabilizacion producida por los PEAV.
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Figura 5.6. Curvas de deshidratacion obtenidas a distintas temperaturas de ciruelas tratadas (A) o no por
PEAV (B). Tratamiento PEAV: 4 kV/cm, 10 pulsos de 3us, 0,26 kJ/kg

El ajuste de las curvas de deshidratacién con la ecuacion 1 basada en el modelo de Fick
permitio describir con mayor precisién las curvas de deshidratacion obtenidas y
cuantificar el efecto de la temperatura y los PEAV en la velocidad de deshidratacion.
Como se indica en la seccion de “Material y Métodos”, para realizar el ajuste se
considerd el parametro Xe como una constante cuyo valor fue de 14. Este valor se
correspondia con el valor medio del peso de las muestras tratadas y no tratadas a 50, 70
y 90°C. Se eligieron estas condiciones porque las curvas de deshidratacion se
obtuvieron hasta que la muestra se deshidraté completamente. La Tabla 5.1 muestra los
valores de la constante de velocidad k obtenidos al ajustar el modelo a las curvas de
deshidratacion obtenidas a las distintas condiciones experimentales. También se

presenta el coeficiente de determinacion (R?) y la raiz del error cuadratico medio de los
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ajustes (RECM). Los resultados mostrados en la Tabla 5.1 indican que el modelo
describié adecuadamente los valores experimentales. En todos los casos, el coeficiente
de determinacién de los ajustes fue superior a 0,98. Por otro lado, se observa que el
parametro k estimado a partir del ajuste aument6 con la temperatura tanto en la
deshidratacion de las muestras control como de las muestras tratadas por PEAV. Un
aumento del parametro k implica una mayor cantidad de agua eliminada por unidad de
tiempo vy, por lo tanto, una mayor velocidad de deshidratacion. Este pardmetro fue
superior en las muestras tratadas por PEAV a 30 y 50°C siendo entre 3 y 2 veces mas
rapida la deshidratacion, respectivamente. A temperaturas de 70 y 90°C, no se
observaron diferencias significativas en los valores k por lo que el pretratamiento de
PEAV de las ciruelas no permitiria reducir los tiempos de deshidratacion a estas

temperaturas.
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Figura 5.7. Curvas de deshidratacion obtenidas a distintas temperaturas de ciruelas control (en rojo) y
tratadas por PEAV (4 kV/cm, 10 pulsos de 3us) (en azul). Los puntos son los datos experimentales y las
lineas el ajuste obtenido con la ecuacion 1.
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PEAV NO PEAV

Temperatura K SD R? RECM K SD R’ RECM
(°C)
30 0,0044¢ = 0,0001 @ 0,997 0518 | 0,0004%* 0,0001 | 0,999 0,066
50 0,0109°  0,0002 0,996 1,497 0,0054°* 00,0001 0,997 1,314
70 0,0355° | 0,0006 | 0,997 @ 1,267 0,0325° | 0,0007 | 0,997 1,578
90 0,1238°  0,0019 0,999 0,628 0,1266°  0,0019 0,999 0,632

Tabla 5.1. Valores del parametro k de la ecuacién 1 e indices para valorar la bondad del ajuste de la
ecuacion 1 en las gréficas de deshidratacion obtenidas en las distintas condiciones experimentales. Los
valores con distintas letras indican diferencias significativas entre temperaturas. El * indica diferencias
significativas entre valores k de muestras PEAV y control.

A partir de los valores k, se puede calcular el tiempo de humedad media (tum) que
corresponde al tiempo en el que se reduce a la mitad el contenido de agua del alimento

(Xi-Xe) y se calcula segln la siguiente expresion (Prism 5.0 - GraphPad Prism 5):
tHM:0,6932/k

La Figura 5.8 muestra los valores de tyy para cada una de las condiciones investigadas.
Esta figura presenta claramente que el tiempo para reducir el contenido de agua a la
mitad disminuye con la temperatura de deshidratacion y que los PEAV permitirian
reducir dicho tiempo a 30 y 50°C un 65 y un 50%, respectivamente, valores en el rango
0 incluso superiores a los indicados en la literatura (Ade-Omowaye et al 2000, 2003;
Knorr y Angersbach 1998). Como se ha comentado en la introduccion, las ciruelas
deshidratadas comerciales deben tener una humedad méxima del 23%, por lo que a
partir de los datos de la Tabla 5.1 y la ecuacién 1, se puede determinar el tiempo de
deshidratacion necesario para alcanzar dicha humedad a distintas temperaturas a partir
de ciruelas tratadas o no por PEAV. De este modo, la Figura 5.9 muestra el tiempo
necesario para deshidratar ciruelas hasta un contenido en humedad del 23%. De forma
analoga a lo mostrado en la Figura 5.8, el tiempo de deshidratacion se reduce con la
temperatura desde casi los 36 dias si se deshidratase el producto 30°C hasta 1,5 dias o
10 horas a 70 y 90 °C, respectivamente, para ciruelas control. En el caso de las tratadas
por PEAYV, el tratamiento permitiria deshidratar el producto a 30°C en 12 diasoen 5 a
50°C, es decir, reducir 3 y 2 veces el tiempo con respecto a las ciruelas control. Si bien
los tiempos de deshidratacion pueden resultar prolongados, las aplicacion de PEAV en
condiciones de deshidratacion que podrian definirse como alejadas de las industriales
sobre todo en lo que se debe a la velocidad del aire utilizado, permitiria deshidratar
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ciruelas a temperaturas relativamente moderadas que podrian permitir mantener
propiedades nutricionales de las ciruelas frescas en mayor medida que procesos a

temperaturas méas elevadas. Este seria un aspecto interesante a evaluar en futuras
investigaciones.
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Figura 5.8. Relacion entre el tiempo en el que se reduce a la mitad el contenido de agua de las ciruelas
(tum) Y la temperatura de deshidratacion de ciruelas tratadas por PEAV y control.
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Figura 5.9. Tiempo de deshidratacion necesario para reducir al 23% la humedad de las ciruelas a distintas
temperaturas de deshidratacion de ciruelas tratadas por PEAV vy control.

5.3. Optimizacion de los tratamientos PEAV para la deshidratacion de ciruelas a
baja temperatura.

Con el fin de evaluar la posibilidad de reducir ain mas los tiempos de deshidratacion a
aquellas temperaturas en las que mayores efectos se habian observado (30 y 50°C), se

evalué el efecto de distintos tratamientos PEAV en las posteriores curvas de
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deshidratacion. En una primera investigacion, se determin0 el efecto de tratamientos
PEAV que habian permitido obtener mayores IDC y liquido extraido por centrifugacion
mostrados en los apartados anteriores (Figuras 5.2 y 5.4) para temperaturas de
deshidratacion a 50°C. Asi, se analizaron los tratamientos de 3 kV/cm-30p (0,42 kJ/kg)
y 4 kV/cm-50p (1,32 kJ/kg) ademas del ya investigado 4 kV/cm-10p (0,26 kJ/kg) y las
muestras control no tratadas. La Figura 5.10 muestra la evolucion del peso de las
ciruelas a 50°C sometidas a estos tratamientos. Como se observa, la deshidratacion fue
mas rapida en las ciruelas tratadas por PEAV que las no tratadas no observandose
diferencias significativas (p>0,05) en las pérdidas de agua de las ciruelas tratadas por
los diferentes tratamientos PEAV. Cualquiera de los tratamientos PEAV aplicados
duplicé la velocidad de deshidratacién en comparacion con las muestras no tratadas
(valor k para el control 0,004+0,0003; 0,0116+0,0004 para 3 kV/cm, 30 p; 0,0119+
0,0006 para 4 kV/cm, 10 p; 0,0124+ 0,0002 para 4 kV/cm, 50 p), permitiendo reducir a
la mitad el tiempo de deshidratacion. Sin embargo, tratamientos de mayor IDC o liquido
extraido (Figuras 5.2 y 5.4) no permitieron reducir ain mas dicho tiempo. Es decir, el
tratamiento de 4 kV/cm y 10 pulsos de 3 ps resultd el mas adecuado de los 3
investigados ya que permitio alcanzar la misma reduccion de tiempo de deshidratacién

con un menor coste energético de los tratamientos PEAV (0,26 kJ/Kg).
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Figura 5.10. Curvas de deshidratacion a 50°C obtenidas a partir de ciruelas control (@) y tratadas por
distintos tratamientos PEAV: 3 kV/cm, 30 p, 0,42 kl/kg (H); 4 kV/cm, 10 p, 0,26 kJ/Kg (A); 4 kVicm,
50 p, 1,32 ki/kg (V).
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Con el fin de optimizar el efecto de los tratamientos PEAV, se hizo una ultima
investigacion a 30°C que fue donde mayores reducciones en el tiempo de deshidratacion
se habian observado al aplicar tratamientos PEAV. En este caso, se investigd un rango
mas amplio de intensidades PEAV por encima y por debajo de los rangos estudiados
anteriormente con el fin de determinar el minimo tratamiento PEAV que permita
obtener reducciones de tiempo de deshidratacion asi como tratamientos méas elevados
que maximicen dicha reduccion y que, desde un punto de vista practico, pudieran ser
aplicados industrialmente. Asi, se evaluaron tratamientos desde 1 a 5 kV/cm aplicando

entre 10 y 50 pulsos de 3 s lo que suponia un rango de energias de 0,03 a 1,32 kJ/kg.

La Figura 5.11 muestra las curvas de deshidratacion a 30°C obtenidas para ciruelas
control y tratadas por PEAV de distintas intensidades. Como se observa, todos los
tratamientos PEAV permitieron aumentar la velocidad de deshidratacion con respecto al
control si bien el tratamiento de 1 kV/cm-20p que apenas redujo en 1,2 veces la
velocidad de deshidratacion. El resto de tratamientos PEAV permitié reducir entre 2,6 y
3,5 veces la velocidad de deshidratacion con respecto al control. Los tratamientos de 5
kV/cm, 10 pulsos y el de 3 kV/cm, 50 pulsos son los que permitieron las mayores
velocidades de deshidratacion, si bien los consumos energéticos de estos tratamientos
fueron mayores. Con el fin de comparar mas claramente los resultados, se han
construido las Figuras 5.12A y B donde se muestra el tyy para cada uno de los
tratamientos aplicados asi como su coste energético (Figura 5.12A) y la relacion entre el
tym con la energia aplicada en cada tratamiento (Figura 5.12B). Como se observa en la
Figura 5.12A, los tratamientos de 3 kV/cm, 10 p, 3 kV/cm, 20 p y 4 kV/cm, 10 p
permitieron obtener un tyy similar (alrededor de 7 dias) con unos niveles energéticos
parecidos; en cambio los tratamientos de 3 kV/cm, 50 p y 5 kV/cm, 20 p redujeron aun
mas los tyw a 5,3 y 5,6 dias, respectivamente, pero con unos consumos energéticos entre
5y 7 veces superiores que los anteriores. Independientemente de la reduccion en el
tiempo de deshidratacion, desde un punto de vista energético, la aplicacion de
tratamientos PEAV de hasta 0,2 kJ/kg resultaria muy rentable para reducir el tiempo de
deshidratacion a 30°C, mientras que por encima de este valor, reducir el tyy resultaria
mucho menos eficiente. En base a todos estos resultados, podria proponerse el
tratamiento de 3 kV/cm, 10 p y 0,16 kJ/kg como el tratamiento mas adecuado para

reducir el tiempo de deshidratacion de ciruelas a 30°C acortdndolo en un 64%
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comparado con el control. Habria que evaluar si este tratamiento tambien seria de

eleccion a otras temperaturas y con otras velocidades de deshidratacion.
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Figura 5.11. Curvas de deshidratacion a 30°C obtenidas a partir de ciruelas control (@) y tratadas por
distintos tratamientos PEAV: 1 kV/cm, 20p, 0,03 ki/kg (@), 3 kV/cm, 10 p, 0,14 ki/kg (H); 3 kV/cm, 20
p, 0,30 kJ/kg (A); 3 kV/cm, 50 p, 0,70 ki/kg (V); 4 kV/ecm, 10 p, 0,26 kJ/Kg (A); 5 kV/cm, 20 p, 0,83
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Figura 5.12. Relacion entre el tyy y la energia aplicada para cada uno de los tratamientos PEAV
aplicados (Figuras Ay B)

5.4 Rehidratacion de las ciruelas

Si bien el objetivo de este trabajo fue el de evaluar las ventajas de aplicar tratamientos
PEAV para acortar el tiempo de deshidratacion, se hicieron unas pruebas preliminares
cuyos resultados nos han resultado de interés y se han incluido en esta memoria. Asi la
Figura 5.13 muestra la ganancia de peso de ciruelas deshidratadas a 90°C previamente

tratadas o no por PEAV al sumergirlas en agua a temperatura ambiente. Como se
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observa, las muestras PEAV siempre mostraron una mayor rehidratacion a cualquier
tiempo de rehidratacion. Por ejemplo a las 3 horas, las ciruelas PEAV se habian
rehidratado un 10% maés que la ciruela control, siendo esta diferencia de un 80% tras 15
horas (datos no mostrados). Estos resultados indican que si bien el tratamiento PEAV
no permitié observar diferencias significativas en las curvas de deshidratacion a partir
de 70°C, la permeabilizacion producida por los PEAV si que resulté eficaz en el proceso
de deshidratacion. Estos resultados abren la posibilidad de realizar nuevas
investigaciones en este sentido con un potencial practico importante ya que el procesado
de las ciruelas conlleva una fase de rehidratacion de las mismas cuando van a ser

comercializadas como se ha indicado en la introduccién.

-o- Control
-= Tratada

e
w N U
S £ ¢

120+

Ganancia peso (%)

110+

100

Tiempo (horas)

Figura 5.13. Curvas de rehidratacion de ciruelas control y tratadas por PEAV (4 kV/cm, 10 p) en agua a
25°C.

Finalmente, destacar un efecto que se observd en las ciruelas tras someterlas a
tratamientos PEAV y es que éstas se pelaban mucho méas facilmente que las ciruelas
control. Este es un efecto descrito en el caso de los tomates y que se plantea como
posible alternativa al pelado con vapor de agua por tratarse de un proceso
energéticamente menos costoso, pero que nunca antes se habia descrito en las ciruelas.
Este efecto poco descrito y sobre el que no se han planteado hipdtesis para explicarlo,
abre nuevas posibilidades de la tecnologia de los PEAV para el pelado de productos a
nivel industrial reduciendo costes de procesado. A modo ilustrativo se incluye el
siguiente enlace (https://www.youtube.com/watch?v=DRciABpKkFi4) y codigo QR en
el que se muestra un video del pelado manual de una ciruela control y otra tratada por
PEAV (4 kV/cm, 30 pulsos).
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Cadigo QR del video de las ciruelas

6. CONCLUSIONES

En este trabajo, se ha investigado el efecto de distintos pretratamientos por pulsos
eléctricos de alto voltaje de ciruelas previa a su deshidratacién por aire, a distintas
temperaturas. Se ha observado que la aplicacion por PEAV permite permeabilizar las
células de la ciruela en mayor medida cuanto mayor es la intensidad del tratamiento
aplicado cuando este pardmetro se mide en base al IDC. Sin embargo, en base a la
determinacion de la cantidad de liquido intracelular extraido por centrifugacién, se
determind un tratamiento méximo (4 kV/cmy 10 pulsos de 3 us, 0,26 kJ/kg) por encima
del cual no incrementaba el porcentaje de liquido extraido. Ese tratamiento fue el que
mayor nivel de permeabilizacion producia con un menor consumo energético del
proceso PEAV. La aplicacion de este tratamiento permitio reducir entre 2 y 3 veces la
velocidad de deshidratacion cuando esta se realiz6 a 50 y 30°C, respectivamente. A
temperaturas de 70 y 90°C, el pretratamiento de PEAV de las ciruelas no permitio
reducir los tiempos de deshidratacion, aunque si que aumentar la velocidad de

rehidratacion de ciruelas deshidratadas a 90°C.

Finalmente, la optimizacién de los tratamientos a temperaturas en las que se observé
efecto de los PEAV en la deshidratacion, (30 y 50°C), permitié determinar que un
tratamiento de 3 kV/cm y 10 p que supone un consumo energético de tan solo 0,16
kJ/kg seria el tratamiento de eleccion en procesos de deshidratacién a baja temperatura.
Concretamente, a 30°C permitio reducir el tiempo de deshidratacion de las ciruelas un

64% comparado con las muestras control no pretratadas por PEAV.

CONCLUSIONS

In this study, the matter of investigation has been the effect of different Pulsed Electric
Fields pre-treatment in plums before it started to be dehydrated whit air using different
temperatures. It has been observed that the pulsed electric field application allows for
electroporation plum’s cells, being bigger when the treatment increases, measured with

IDC values. However, according to the use of the quantity of liquid extracted
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centrifuging the samples, it has been determinated a maximum treatment (4 kV/cm and
10 pulses of 3ps, 0, 26 kJ/kg). The fact is that beyond of that treatment the percentage
did not increase. That treatment has proved to be the one to produce the highest degree
of electroporation, using less energy to manage it. The application of this treatment
allowed to reduce the speed of plum’s dehydration between 2 and 3 times using 30 and
50°C respectively. Using 70 and 90°C, PEF°‘s pretreatment of plums didn’t reduce the
dehydration time despite of increasing speed dehydration at 90°C.

Finally, optimization treatment at certain temperatures, 30 and 50°C, being the ones
where the effect of PEF in dehydration was observed, allowed to determine that 3
kV/cm-10 pulses that require 0, 16 kJ/kg, was the chosen treatment in dehydration
process at low temperatures. Specifically, at 30°C it enabled to reduce dehydration’s

time in 64%, in comparison to non treated with PEF control’s samples.

7. APORTACIONES Y VALORACION DE LA ASIGNATURA

Las aportaciones que me ha supuesto realizar en este trabajo en materia de aprendizaje
son varias, en primera lugar he aprendido a tener soltura en el laboratorio ya que el
trabajo lo realizaba yo sola, aunque con ayuda de profesores y becarios cuando lo
necesitaba. El trabajo ha sido mas auténomo e individual, cosa que he agradecido
porque he aprendido a valerme mas por mi sola (en la carrera todos los trabajos de
laboratorio y précticas son grupales). También he podido profundizar en la tecnologia
de los Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje, conocer aplicaciones y trabajos realizados con

ellos.

En definitiva, este trabajo asi como el “Trabajo de Fin de Grado” opino que nos ayuda
muchisimo a los estudiantes, a evaluar y razonar lo aprendido a lo largo de la carrera y
poder aplicarlo, en parte, a tu trabajo de investigacion. Trabajas méas con los profesores
y profesionales en la universidad lo que siempre aporta calidad a tu investigacion ya que
aprendes mucho de ellos: realizar analisis, obtener y analizar los datos, redactar

informes, etc.
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