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1. RESUMEN

En esta investigacion, se ha evaluado por primera ka mejora de la extraccion de
betanina de remolacha roja mediante la aplicacrénig al proceso de extraccion de
tratamientos de pulsos eléctricos de alto voltBfeAV) a la remolacha entera. Se ha
estudiado la influencia de la intensidad del canajgztrico (0,5, 1 y 1,5 kV/cm), el

tiempo de tratamiento (1000 y 100 us) y la ancldglapulso (5, 25 y 50 ps) en la

electroporacion de las células de la remolachdrptamientos de PEAV.

Las graficas de extraccion se describieron por wdel® mateméatico que asume la
existencia de dos etapas en el proceso de salida lletanina de la remolacha: una
etapa de lavado y una etapa de difusién. En tasgdsos, tanto la velocidad de la
etapa de lavado, como la cantidad total de betaextemida en esta etapa fueron

mayores que en la etapa de difusion.

La extraccion total de betanina fue funcion denkensidad del campo eléctrico y del
tiempo de tratamiento, mientras que tras la apbbcade un tiempo de tratamiento de

PEAYV determinado, la anchura de pulso no afecideditacia del proceso.

La cantidad total de betanina extraida incrememt@@, 57, 36 y 49% respecto a la
muestra control tras electroporar la remolachal;brkV/cm durante 1000 ps, 1 kV/cm
durante 1000 ps, 1 kV/cm durante 100 pus y 1,5 kWanante 100 us respectivamente.
Aunque con el tratamiento de 1,5 kV/cm durante 18Gse extrajo un 10% menos de
betanina, la reduccién de 10 veces en el tiemptrademiento y de 3,6 veces en la
energia requerida para aplicar el tratamiento pawpe éste sea el mas adecuado en

un proceso industrial.

Aunque a menor temperatura de tratamiento y mepoductividad del medio de
tratamiento el efecto de los PEAV en la extraccdm betanina fue menor, las

diferencias observadas no fueron estadisticam@rtdicativas.

El tratamiento de 1,5 kV/cm durante 100 pus redajtuerza de corte de la remolacha a
la mitad respecto a la remolacha sin tratar y &@&e9 respecto a la remolacha tratada a
1 kV/cm durante 1000 us por lo que estos resultadofirman que este tratamiento

seria el mas adecuado industrialmente.
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2. SUMMARY

The enhancement in the extraction of red beetretarin by application of Pulsed
Electric Fields (PEF) to the entire beetroot hasnbi@vestigated. The influence of the
electric field (0.5, 1 y 1.5 kV/cm), treatment tir(E00 y 100 us) and the pulse width
(5, 25 y 50 us) in the electroporation of beetats by PEF has been studied.

The extraction graphs were described using a mattesmh model assuming the
existence of two different stages in the liberatmnthe betanin from beetroot: a
washing stage and a diffusion stage. In all thegalkoth the velocity of the washing
stage, as well as the total quantity of the exéchdieetroot were higher than in the
diffusion stage.

The total extraction of beetroot was based on teetrec field and the total treatment
time, being not the case of the pulse width, whdah not influence in the extraction

process.

The total quantity of the extracted betanin inceela40, 57,36 and 49 % regarding to the
untreated beetroot when the beetroot was treatdd Wb Kv/cm for 1000us, 1kV/cm
for 1000 ps, 1kV/cm for 100 ps and 1.5 kV/cm fof 10, respectively. Although with
the treatment of 1.5 kV/cm 100 ps, 10% less of rortavas extracted, a 10 fold
reduction in the treatment time and 3.6 fold in #wergy required to apply the
treatment, makes that this concretely tratmenthés most suitable for an industrial

process.

Although the extraction was lower, with a loweratiaent temperature and a lower
conductivity of the treatment medium, differencdsserved were not statistically

significant.

A Treatment of 1.5 kV / cm for 100 us reduced th#ieg strength of the beetroot by
half compared to the untreated beetroot and 1.8 rfespect to the beetroot treated
1kV/cm for 1000 us, then these results confirm tha treatment would be the most

appropriate industrially.
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3. INTRODUCCION

3.1. COLORANTES ALIMENTARIOS.

Los alimentos naturales tienen su propio color, lpajue en principio pareceria
adecuado mantenerlo a lo largo del proceso de foramgcion. Sin embargo, los
consumidores prefieren, en determinados alimentos;olor constante, que no varie
entre los diferentes lotes de fabricacion de umlyctn. La variabilidad natural de las
materias primas hace que este color normalizadom@da obtenerse modificandolo de
forma artificial. Por otra parte, muchas sustanci@erantes naturales de los alimentos
son muy sensibles a los tratamientos utilizadosleprocesado (calor, acidez, luz,

conservantes, etc.), por lo que deben sustituosetpas mas estables.

En un principio, la industria alimentaria utiliz@lorantes naturales, pero a raiz del
desarrollo de la industria de colorantes artifesalestos suplieron en gran medida a los
naturales. Sin embargo, en los dltimos afos, laguacion por la seguridad de los
alimentos, las limitaciones impuestas por las lagisnes, los problemas sanitarios que
provocan (hipersensibilidades, reacciones de iraont#a, etc.) y la presion del
consumidor, que cada vez mas, muestra mas rectese f los pigmentos sintéticos,
ha llevado a muchas empresas a revisar la forndmagde sus productos y sustituir
cuando es tecnolégicamente factible los coloramiesiciales por otros naturales
(Noonan y Meggos,1980). Por lo que, actualmentsstexuna gran demanda de
productos naturales por parte de los consumidpassu capacidad como colorante y

por su buen impacto para el cuerpo humano (Logiebeh, 2011).

Los colorantes naturales suelen clasificarse poorglen animal, vegetal o mineral,
siendo los dos primeros grupos los mas importariiesnayor representante de los
colorantes de origen animal es la cochinilla. Bedegundos, los principales pigmentos
de los que se obtienen los colorantes naturales l@®nclorofilas, carotenoides,
flavonoides y betalainas. Las clorofilas y los temoides son insolubles en agua,
mientras que los flavonoides y las betalainas sgmentos solubles en agua y se
localizan en el interior de las vacuolas asi comoek citoplasma de las células
vegetales. Estos colorantes, para su uso alimensariextraen con agua o con solventes

organicos, dependiendo de su solubilidad (Henr921.9
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En el cédigo europeo de colorantes, se utilizetia |[E seguida de un nimero asignado
a cada colorante para clasificarlos, siendo alguieo®s mas importantes del grupo de
origen vegetal los que se muestran en la Tabladqué&, corresponden a pigmentos
naturales utilizados como colorantes entre los g@eencuentran las betaninas o
betalainas (R.D. 1465/2009).

Tabla 1. Pigmentos naturales de origen vegetalzadibs como colorantes

alimentarios.

Pigmento namero E
Curcumina E-100
Clorofilas E-140
Clorofilinas E-141
Caramelo E-150
Carbdn vegetal E-153
Carotenoides E-160
Xantofilas E-161
Betaninas E-162
Antocianos E-163

3.1.1 Betalainas de la remolacha roja

La remolacha roja es la raiz comestible del cultB&ta vulgarissubsp.vulgaris
(conditiva), se cultiva ampliamente a lo largo denékica, Europa y Asia. Esta
remolacha, al igual que la remolacha azucareraiemesze a la familia de las
Quenopodiaceas, y estan disponibles para su consumamte todo el afio, ya que
durante el invierno se producen en las regionesakt, centro y levante de Espafia, y
en primavera y en verano su produccion se centrkla e@ona de Andalucia, siendo

Francia e Italia los paises productores mas impi@sade Europa.

La remolacha roja, ademas de ser de gran intenés lpaproduccion de colorante

natural, ha recibido especial atencion debido apssibles efectos sobre la salud para
las personas, especialmente por su actividad addiote y antiinflamatoria. Pero su uso
principal en la industria alimentaria es la prodocae colorante natural, a diferencia
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de la remolacha azucarera la cual se destina eothugrion de azucar (Wruss et al.,
2015).

La familia de las betalainas representa el prihgg@mento en la remolacha roja
produciendo una coloracion roja-violeta caractiedsigue supone el mayor atributo de
calidad y aceptabilidad (Paciulli et al., 2016)nficalas semillas, las raices y las hojas
de la remolacha roja son ricas en polifenoles yestos grupos de pigmentos
nitrogenados solubles en agua. Morfolégicamenteailade la remolacha roja cortada
transversalmente presenta una serie de anillogseque se pueden observar diferentes

tonalidades de color del pigmento que producebdtalainas.

De manera que, las betalainas son pigmentos vaesofarmados por el acido
betalamico, un pigmento que contiene nitrégenoueassructura (Khan, 2016) (Figura
3.1.1). Se trata de colorantes hidrofilicos quetieaen el cromoforo acido betalamico,
subdivididos en las betacianinas, las cuales pusaenglucosiladas y fuertemente
acetiladas, y en las betaxantinas, aminoacidosatks del acido betalamico (Khan y
Giridhar, 2014). Las betalainas se pueden subdieitidos clases diferentes, que son
las betacianinas (color rojo-violeta) y las betdxeas (color amarillo-anaranjado),
siendo las betaninas las mas comunes en el reit@sdadantas entre las betacianinas
(Gengatharan et al. , 2015).

COOH

Betalamic acid

Figura 1. Estructura del acido betalamico (Khari&0

De manera similar a otros pigmentos, las betaladoasnuy sensibles a la degradacion
tanto por el calor, la luz, las enzimas, el oxiggmb pH, parametros que pueden influir
en la decoloracion del pigmento (Paciulli et al01@). De hecho, el uso de los
colorantes artificiales compite con las betalainamo colorante debido a su baja
estabilidad (Khan, 2016).
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La remolacha roja es la Unica fuente de betaléirh62) aprobada en los Estados
Unidos y en la Union Europea como aditivo alimantautilizandose como un
colorante natural en la industria alimentaria paimentos poco acidos en forma de
remolacha deshidratada (remolacha en polvo) (Ria@ulal., 2016). También se
encuentra en la seccion 73.40 en el capitulo 2CHB (Code of Federal Regulations),
de la FDA (Food and Drug Administration) en USA @éh 2016). Este colorante se
comercializa con el nombre de “rojo de remolach&3etanina” (RDL 2001/1995, de 7
de diciembre). El colorante esta formado por difsge pigmentos pertenecientes a la
clase de la betalaina. El principal colorante cstesen betacianinas (rojo) de las que la
betanina supone el 75-95 %. Pueden estar preqmqasfias cantidades de betaxantina
(amarillo) y productos de degradacion de las bigi@sa(marrén claro). La solucién
puede concentrarse y algunos productos puedemrsdia fin de eliminar la mayoria de

los azucares, sales y proteinas (RDL1465/20098 ake keptiembre).

Actualmente, el uso de la remolacha roja esta magndido industrialmente en la
produccion de colorante en forma de zumos, coregosry en polvo. Tiene mucha
aplicacion en la elaboracion de productos lactgagures), en rellenos de frutas,
pasteleria (preparados para pastel, postres déingglasustitutos de carne, dulces
(caramelos, malvaviscos), helados, salsas y refseflcoginova et al., 2011; Khan,
2016), y, en la mayoria de las aplicaciones contaraote de alimentos, una cantidad
estimada de menos de 50 mg betanina/kg podria girdducoloracion deseada (Khan,
2016).

3.2. TRANSFERENCIA DE MASA EN LA INDUSTRIA ALIMENTA RIA.

La extraccion de componentes intracelulares esarepo de transferencia de masa en
el que un determinado componente presente en saafliberado a una segunda fase
como consecuencia de un gradiente de presion oeotracion entre ellas, con el
objetivo final de la obtencion de una determinagstancia. La velocidad de extraccion
depende del gradiente entre las fases y de laersia que encuentran las moléculas
para migrar de una fase a la otra (Aguilera y $§8rM999). Esta resistencia depende,
fundamentalmente, de las caracteristicas del meediiavés del cual el componente se
transfiere, asi como de cualquier tipo de intetat@ntre el componente y el propio
medio (De Dios Alvarado y Aguilera, 2001). Genermahte, la industria alimentaria
requiere que la velocidad de la transferencia dearsaa lo mas alta posible con objeto
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de acelerar el proceso. Ello aumenta la produetd/ig minimiza la pérdida de calidad
del alimento o de la sustancia que se transfigran&chos casos, la sustancia de interés
se encuentra en el interior celular por lo que exesario que atraviese las envolturas
celulares para su obtencion. Estas envolturasuttdic enormemente los fenomenos de
transferencia de masa, es por ello que, cuands estelturas se desnaturalizan o
permeabilizan, la resistencia que ofrecen las manasr celulares al paso de solutos
disminuye drasticamente. Para incrementar la pdoitideed de las membranas
celulares, en algunos procesos industriales, Igidote se suelen someter a un
tratamiento térmico o enzimatico previo (Delgadogés y Paredes-LOpez, 1997;
Sacchi et al., 2005). La aplicacibn de estos treiaibs presenta algunos
inconvenientes, como un mayor coste energéticopdateso o una liberacion de
sustancias indeseables al liquido de extraccida diesnaturalizacion de las paredes
celulares es muy intensa (Eshtiaghi y Knorr, 20BBuzrara y Vorobiev, 2000).
Ademas, la termosensibilidad de algunas de lasstisss limita la aplicacion del calor
para mejorar la extraccién (Cacace y Mazza, 2003).

Son muy diversos los procesos de transferenciaasda iue se producen en la industria
alimentaria como la deshidratacion, la extraccion gresion, el curado y marinado,

etc.; siendo uno de los mas tipicos la extracabfide-liquido o lixiviacion.
3.2.1. Extraccion sélido-liquido o lixiviacion.

El paso de componentes que generalmente se eramuentiel interior de las células de
una matriz solida a un solvente acuoso u orgarsconefendmeno de transferencia de
masa que se conoce con el nombre de extraccidaodajuido o lixiviacion. En este
proceso, el solvente se mezcla intimamente cordliElosy el contacto se mantiene
durante el tiempo requerido. Transcurrido este g@ma mezcla se divide en dos
partes: una liquida compuesta por la disolucion sidlito en el disolvente y otra
formada por el residuo constituida por los compteesdélidos insolubles y parte del
solvente embebido en ellos. Algunos de los procegsosxtraccion sélido-liquido de
mayor relevancia en la industria alimentaria ocua el proceso de obtencion de la

sacarosa, en la elaboracion del vino tinto o leaegton de colorantes de origen vegetal.

Se considera que la extraccion de un soluto qee@@entra en el interior de una matriz
sélida ocurre en tres etapas. Primero, el soluesguencuentra en la superficie de la

fase solida se disuelve en el disolvente; postagate, el soluto difunde desde el

9



Mdster en Calidad, Seguridad y Tecnologia de los Alimentos Cristina Millan

interior hasta la superficie de la particula sgligdinalmente, migra desde la superficie
al seno del disolvente. En un principio, cualquidealas tres etapas puede resultar
limitante de la velocidad de extraccidon. La veladdiel movimiento del soluto en la
matriz solida es muy dificil de cuantificar, debiddo complejo de la estructura de la
mayoria de los alimentos. Normalmente, en los mpaxee lixiviacion, la disolucion se
aproxima a la saturacidon a un ritmo exponenciatreElos factores que influyen en la

velocidad de extraccién se encuentran:

. Tamafio de particulaLa velocidad de transferencia de masa desdepkerfatie

del sdlido es directamente proporcional al areald’tanto, la reduccion del tamafio de
particula aumenta la velocidad de extraccion, delat aumento del area y a la
reduccion de la distancia que el soluto tiene geerrer en el interior del sélido para

alcanzar la superficie.

. Gradiente de concentraciortl gradiente de concentracion entre la superficie
del sélido y la disolucién tiene una notable infla en la velocidad de extraccion. El
solvente a utilizar debe permitir la disolucion deluto a extraer y debe tener una
viscosidad lo suficientemente baja para que cir€abdmente a través del lecho del

solido.

. Temperatura El incremento de la temperatura aumenta, generdgéntanto la
velocidad de disolucion del soluto en el disolvertamo la velocidad de difusion del
soluto a través de la disolucion. Por lo tanto, enta la velocidad de extraccion. Sin
embargo, algunos productos requieren que la teryparao sobrepase un determinado

valor pues se podria ver afectada su calidad.

. Velocidad de flujo del disolventEn general, cuanto mas alta la velocidad y mas
turbulento sea el flujo del disolvente sobre laesfigpie de la matriz s6lida, mayor es la
velocidad de extraccion. Cuando se extrae un sdeitacna matriz finamente dividida se

suele recurrir a la agitacion mecanica.

En las dltimas décadas, ha surgido un gran infsé$a mejora de los procesos
de transferencia de masa. El objetivo es conseapgterar el proceso afectando lo
menos posible a las propiedades de las matricesemticias. Entre las tecnologias
propuestas para conseguir este propésito, se plestacar el calentamiento mediante

microondas, los ultrasonidos, el uso de fluidosestniticos y los pulsos eléctricos de

10
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alto voltaje (Bouzrara y Vorobiev, 2001; Raso yi#ei2006; Kazaki et al., 2007; Yu et
al., 2007; Vilkhu y col., 2007).

3.3. LOS PULSOS ELECTRICOS DE ALTO VOLTAJE (PEAV)
3.3.1. Fundamento de los PEAV

La tecnologia de PEAV consiste en la aplicacioermitente de campos eléctricos de
alta intensidad (1-50 kV/cm) y corta duraciéon (mg&gundos) sin apenas aumentar la
temperatura del producto tratado, y por lo tania, aterar sustancialmente sus

propiedades sensoriales y nutricionales (Woutees. e2001). Estos campos eléctricos
producen un fendmeno denominado electroporacionsistente en la formacion de

poros en las membranas celulares. La formaciérodesen la membrana de las células
vegetales facilita la extraccion de distintos conges intracelulares de interés para la
industria alimentaria (Vorobiev y Lebovka, 2006)st& tecnologia presenta un gran

potencial en el proceso de elaboracion de vino.tint

Las estructura diana de los PEAV son las envoltoedslares. Las bicapas lipidicas
suponen una barrera para iones y moléculas pol8mresesmbargo en las membranas
celulares existen unos poros acuosos que se falméorma espontanea y permiten el

paso de éstos compuestos (Figura 2).

¥4 sotnas O
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Figura 2. Esquema de la membrana plasmatica formada paulifuisios, sin ningan
poro (A), con un poro hidrofébico (B), con un pdridrofilico reversible (C) y con un
poro hidrofilico irrevesible (D) (Kotnik et al., 2Q).

La difusion a través de estos canales supone wegroenergéticamente favorable ya
que los lipidos del interior de la membrana no paddteractuar con estos compuestos

e implicaria mucha energia. De manera que, laafin de un campo eléctrico externo

11
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induce un potencial a través de la membrana queciréa la energia necesaria para la
formacion espontanea de poros hidrofilicos, promdoala aparicibn de un mayor

namero de poros que son mas estables que en auskenan campo eléctrico (Figura

3.3.1).

3.3.2. Parametros del proceso

Los parametros mas importantes que caracterizama@miento por PEAV son la
intensidad del campo eléctrico, la forma y anchigr@ulso, el tiempo de tratamiento, la

energia especifica, la frecuencia y la resistetheia camara de tratamiento.

3.3.2.1. Intensidad de campo eléctrico

La intensidad del campo eléctrico (E) se define@darfuerza por unidad de carga que
experimenta la matriz colocada entre los electroBet intensidad depende del voltaje
aplicado y de la configuracion de los electrodade fparametro varia aproximadamente
desde 0,1 kV/cm hasta los 100 kV /cm (Alvarez t24106).

En camaras de electrodos paralelos, el campo ietéce puede definir como la
diferencia de potencial (V) existente entre los élestrodos donde se coloca la matriz

dividida por la distancia existente entre ellos ye puede considerar uniforme:
E= v/ Ecuacion 1.1

Sin embargo, en camaras colineales o coaxialeistidbucion del campo eléctrico no

es homogénea, dependiendo el valor de la intendielachmpo eléctrico en un punto de
la camara del voltaje aplicado entre los electroglae su posicion (Alvarez et al.,

2006).

3.3.2.2. Tiempo de tratamiento

El tiempo de tratamiento se define como el tiengtal tefectivo durante el cual
se aplica el campo eléctrico. Se calcula multipltael nimero de pulsos aplicados por
la anchura o duracion del pulso. La anchura dedgpubria desde 1 nanosegundo a 1
segundo y en funcion de esta, se han divididoréddarnientos de PEAV en tratamientos
de nanosegundos, microsegundos y milisegundost@fagr2010).

12
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3.3.2.3. Energia por pulso

Cuando se aplica una diferencia de potencial éwgrelectrodos de la camara de
tratamiento, se genera una corriente eléctricacipeala a través del producto. Para
mantener esta diferencia de potencial hace falteaapna energia eléctrica. La forma
mas comun de calcular la energia de cada puls@piada en el producto durante un

tratamiento de pulsos se puede calcular mediastg@daientes ecuaciones:

W= V-l -1-1/2 Para pulsos de caida exponencial Ec. 1.2

W=Vl -1 Para pulsos de onda cuadrada c.1lB

dondeV es la diferencia de potencial aplicada entre lest®dos de la camara

de tratamiento (V)7 es la anchura del pulso (sks la intensidad de la corriente (A).

La energia eléctrica total aplicada durante uramngnto de PEAV es igual a la
energia por pulsoW) multiplicada por el numero total de puls@8. (La energia por
unidad de masa o energia especifitd,(se calcula a partir de la energia total aplicada
y de la masa de producto procesan)) €xpresandose generalmente en kJ/kg:

W'=W -n/m Ec.1.4

Esta energia especifica depende del voltaje y odasidad de la corriente, del
namero de pulsos y de su anchura, y de la conddatiw la masa del alimento. Toda la
informacion aportada por este pardmetro hace qundagia especifica junto con la
intensidad del campo eléctrico y el tiempo de tméato sean los parametros

recomendados a indicar para caracterizar los trataos de PEAV (Puértolas, 2010).

3.3.2.4. Frecuencia

La frecuencia se corresponde con el numero de gualglicados por unidad de
tiempo. La frecuencia utilizada por los equipos gimeracion de PEAV es muy
variable, pudiendo oscilar entre 1 y 5000 Hz. Es t@maras estaticas, una vez
establecido el tiempo efectivo de tratamiento (manmde pulsos por su anchura), la
frecuencia de los pulsos determina el tiempo dmaeencia del producto en la camara,

es decir, el tiempo de procesado. En los tratawsesplicados en condiciones de flujo
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continuo, la frecuencia seleccionada junto conaeldal del producto determina el

tiempo efectivo de tratamiento del producto (Puésta2010).

3.3.2.5. Resistencia de la camara de tratamiento

La resistencia de la camara de tratamiento inflagbre la intensidad de
corriente que atraviesa el producto y, por lo talenergia necesaria para generar la
diferencia de potencial requerida. La resistent#ateca de la camara de tratamiento
depende de sus dimensiones geométricas y de lauctondad del medio de
tratamiento. Cuanto mayor es la conductividad et&ctdel medio de tratamiento,
menor es la resistencia de la camara de tratamigntoayor la energia eléctrica que

circula a través de ella, para una diferencia denmial determinada.

3.4. APLICACION DE LOS PEAV EN PROCESOS DE EXTRACCION

Cimentandose en el citado fendmeno de la electmugadsilizacion, la tecnologia posee
diversas potenciales aplicaciones en la induslin@eataria, siendo las mas estudiadas
actualmente, la inactivacion microbiana y la mejedos procesos de transferencia de

masa (Puértolas, 2010). En este trabajo nos heembsado en esta ultima aplicacion.

Aunque ya en los afos 60 se sugirio el uso declaotegia de los PEAV para mejorar
los fenébmenos de transferencia de masa en la nmalwdimentaria (Flaumenbaum,
1968), no fue hasta finales de los afios 90 cuamdaosnenzd a investigar en
profundidad su aplicacion (Knorr y Angersbach, 198&zhal y Vorobiev, 2000;

Bouzrara y Vorobiev, 2003; Fincan y col., 2004; Ehachat et al., 2004; Schilling y
col., 2007, 2008; Lépez y col., 2010).

Los tratamientos necesarios para esta aplicacibngenoeralmente poco intensos,
utilizdndose normalmente campos eléctricos infesa 10kV/cm, por lo que apenas
generan calentamiento del producto, son poco astesergéticamente y ademas,
utilizando los equipos de PEAV actuales, hacenbp@sl tratamiento de grandes flujos
de producto. A pesar de ello, la mayoria de logdéss$ realizados hasta la fecha se han
llevado a cabo a escala de laboratorio, utilizacdmaras estaticas que permiten
controlar los parametros del proceso en los estudé laboratorio (Puértolas y col.,
2010).
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Entre las aplicaciones de los PEAV en los procelmdransferencia de masa, se
incluyen procesos de extraccion sélido-liquido caacarosa de remolacha azucarera o
colorantes de diversas matrices, procesos de exina@or presion, deshidratacion,
deshidrataciébn osmotica o, curado y marinado deesay pescados. Por ejemplo, Lopez
y col. (2009), observaron gque un tratamiento dé® 2\/cm (0,4-6,7 kJ/kg), en la uva
como etapa previa a la fermentacibn-maceracion atapa de un 14 a un 45% la
concentracion de polifenoles totales, Donsi y (2010) obtuvieron resultados similares
sobre la extraccion de polifenoles en uva. En @j@mplo, Lopez y col., 2009,
observaron que un tratamiento de 7 kV/cm y 5 pulgas supone un gasto energético
de 0,24 kJ/kg, aumentaba en mas de cuatro veasntalad extraida de betalaina de

remolacha roja, con respecto al control.

4. MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAS PRIMAS, REACTIVOS, INSTRUMENTAL Y EQUI POS
4.1.1 Materia Prima

La remolacha rojaBeta vulgaris L.se adquirié en una fruteria local. Se eliminaren la
hojas y el tallo, y se trabajé solamente con la k&rnosa. El peso medio de las
remolachas fue de 138 g., asi como su diametro dB040 mm, evitando la
variabilidad de la materia prima lo maximo posi#teura 3).

Figura 3. Remolacha rojaBeta vulgaris L.)
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4.1.2 Reactivos

Tampon Mcllvaine citrato-fosfato pH3,5. Se prepamacon fosfato disédico anhidro
(PANREAC) y acido citrico anhidro (PANREAC)

Tampon Mcllvaine citrato-fosfato pH3,5. Se prepamacon fosfato disédico anhidro
(PANREAC) y &cido citrico anhidro (PANREAC) ajustea conductividad 1,5 mS/cm

Tampon Mcllvaine citrato-fosfato pH3,5. Se prepamacon fosfato disédico anhidro
(PANREAC) y &cido citrico anhidro (PANREAC) ajustea conductividad 1 mS/cm

Tampon Mcllvaine citrato-fosfato pH3,5. Se prepamacon fosfato disédico anhidro
(PANREAC) y &cido citrico anhidro (PANREAC) ajustea conductividad 0,5 mS/cm

4.1.3 Instrumental y equipos

* Conductivimetro (mod 524, Crisol Instruments, BArcelona, Espafia).
e pH-metro (mod. micropH 2001, Crison Instruments,BArcelona, Espafa).
* Bafio termostatico (Modelo Selecta PRECISTERM, Baree Espafia).

« Balanza analitica (Modelo Kern, Balingen, Alemania)

» Centrifuga (MiniSpin Plus, Eppendorf Ibérica)

* Sondas de temperatura (Sonda Termopar K de inmefSitsol Instruments
S.A., Alella, Barcelona, Espana).

* Micropipetas de 100 a 10@Q Labware

» Ultraturrax (lka-Labortechnik, Staufen Br. Alemania

» Texturédmetro (Stable Mycro Systems)

» Sacabocados

* Cubetas de poliestireno para espectrofotometriauconolumen de llenado de
1,5mL y 10 mm de paso de luz (Cuvettes, Werthélemania)

» Espectrofotometro (BIOCHROM Libra S12, Cambridgeyléterra)
e Erlenmeyer de 5L
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4.2 EXTRACCION DE LA BETANINA DE LA REMOLACHA ROJA

Las remolachas rojas fueron almacenadas en refdiger (4°C) hasta su uso. Tras
seleccionar las remolachas en base a su peso yd&rsetro, se introdujeron en la
camara de tratamiento con el liquido de cobertdemw@ado. Para este estudio, se diluyo
el tampdén Mcllvaine pH 3,5 con agua destilada hagiatarlo a una conductividad
eléctrica de 1,5 mS/cm, manteniéndolo a temperanmaiente que fue de unos 25°C.
Las remolachas fueron tratadas con diferentes ciom#is de PEAV, y tras ser
pulsadas, se pelaron, trocearon y se triturarotahas tamafio de particula de 5 mm
aproximadamente, de manera que toda la remoladb@iese triturada de manera
homogénea. Para poder realizar el proceso de exinade la betanina de la remolacha,
se pesaron 50g de cada remolacha tratada y, osterite, se vertieron en Erlenmeyer
de 5L, conteniendo cada Erlenmeyer 1L de tampdivislice ajustado a pH 3,5.

Una vez vertidos los trozos de remolacha en lasniareyer, el proceso de extraccion se
llevd a cabo durante 180 minutos, a 25°C y siraagih continua. Durante este tiempo
se fueron tomando muestras a diferentes tiempo2 (®,,10 ,20 ,30 ,40 ,60 ,90 ,120
,160 y 180 minutos). Tras los 180 min de extraccl@nextraccion se interrumpio
extrayendo los trozos de remolacha de los Erlenmé&yealmente, de cada remolacha
diferente se pesaron 15g. , se trituraron con agiedan Ultraturrax, y se vertieron en

diferentes Erlenmeyer con 300mL de tampon McllvaHe3,5.

4.2.1 Influencia de la conductividad del medio deratamiento y de la temperatura
en el efecto de los PEAV.

En el efecto de los PEAV, también se estudiaronoleductividad y la temperatura,
manteniendo las mismas condiciones en el procesatdaccion que aquellas indicadas

en el apartadd.2.

Para el estudio de la conductividad, el liquidadleertura de la camara de tratamiento,
tampon Mcllvaine pH 3,5, se ajustdé con agua delstila diferentes conductividades,
0,5kv/icm y 1kv/cm. Mientras que, para el estudiolaléemperatura, el liquido de

cobertura, asi como la camara de tratamiento gelaslachas, fueron mantenidas a las
temperaturas de estudio, 5°C y 18°C, refrigerandesde la noche anterior. Como la
temperatura no influia en el ajuste de la condigziv del tampdn, el ajuste de las

conductividades se realizo a temperatura ambiente.
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4.2.2 Cuantificacion de betanina.

La concentracion de betanina en el medio de extnadue determinada por el método
descrito por Nilsson (1970). Para ello, una muedtrd ml de liquido de extraccion se
centrifugd a 14000g durante 90 segundos. Del sabesrie obtenido, se realizo la
lectura de absorbancia a dos longitudes de onday(®®0 nm) en una cubeta de 1 cm
de paso de luz. Posteriormente, con los valoreabderbancia obtenidos a las dos
longitudes de onda, se calcul6 la absorbancia deetanina mediante la siguiente

ecuacion:

Abetanina = 1,095 As37-A600) ec.1.5

donde A es la absorbancia de la betanihg; es la absorbancia de las betacianinas a

537 nm yAqyo €s la absorbancia de las betaxantinas a 600nm.

Para el calculo de la concentracion de betanina €&traida de la remolacha roja,
expresada en mg betanina/g remolacha, se reculaidest de Lambert-Beer utilizando

el coeficiente de extincién molar de la betaninagua £15"= 1120) (Henry, 1996).
A=¢e-|-C ec.1.6

donde A es la absorbancia;el coeficiente de extincion molar¢=t - M~1); | el paso

de luz (cm); y C la concentracién molar del sol(M.

Finalmente, para calcular el rendimiento de laaedion (%), se utilizé la siguiente

ecuacion:

Y (%)= - 100 ec.1.7

MCBE

donde Ges la concentracion de betanina obtenida en ebpoode extraccion tras un

tiempo t; y MCBE, la maxima concentracion de betaréxtraible.

La MCBE se obtuvo sumando la concentracion finakegi&accion de betanina a los

180min, con la obtenida con el nuevo medio de egiba.
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4.3 EQUIPO DE PULSOS ELECTRICOS DE ALTO VOLTAJE

Los tratamientos se aplicaron mediante un equipgpweos eléctricos comercial,
modelo EPULSUS®-PM1-10 (Energy Pulse System, Lisliortugal). Se trata de un
generador Marx de pulsos eléctricos de onda cuadifad O kV de voltaje maximo, 180
A de corriente maxima permitida y 3,5 kW de potanés un equipo compacto, de
800x600x400 mm de dimensiones y 80 kg de pesogitpe se maneja mediante una
pantalla tactil en la que se pueden modificar dtay® aplicado (hasta 10 kV), la

anchura del pulso (de 5 a 100 us) y la frecuereiapticacion (hasta 200 Hz).

Figura 4. Equipo de pulsos eléctricos de alto voltaje (PEA®)onda cuadra. (1) Generaador de pulsos

(2) Zona de tratamiento (3) Osciloscopio

El generador de pulsos se basa en la descarga ae aomseradaseses desde un
generador de tipo Marx, cuyo circuito simplificas®muestra en la figura 4A.

Dy Degn-1y Deq
Pt—e Ppt—e Pt—e
T-:iE Td[n- )} Tl.ln
S+ | HE | L.
+ + + + T 3 1
”fffCD C, | ol LT [T EE "
A | T
J—— L =

Fig. 4A. Circuito simplificado del generador de pulsos eléos basado en la tecnologia Marx usado en

este trabajo.
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El generador se conectd a una camara de tratandengtectrodos paralelos de 80 mm
de diametro y 66 mm de separacion entre electrasmsp se muestra en la figura 4B.
Cada remolacha se introdujo individualmente erétaara de tratamiento, y la zona de
tratamiento se rellené con tampén Mcllvaine de pbl 8 la conductividad adecuada,
como liquido conductor, sin dejar burbujas parsaeva formacién de arcos eléctricos.
La configuracion de electrodos paralelos hace qudidtribucion del campo eléctrico

sea homogénea, por lo que es la configuracion alpaea el estudio de la influencia de

los parametros del proceso.

Figura 4B. Camara de tratamiento con la remolacha roja earla de tratamiento del equipo de PEAV.
4.3.1 Pardmetros utilizados en el tratamiento por PAV

El tratamiento por PEAV se realiz6 a tres difersrd@ampos eléctricos, entre ellos, 0,5
kV/cm, 1kV/cm y 1,5kV/cm. Lantensidad del campo eléctrico (E)expresada en
kV/cm, se puede definir como la diferencia de pagdrnpotencial (V) existente entre

dos electrodos dividida por la distancia que |gmez (d).

E= ec. 1.8

al<

El tiempo total de tratamiento aplicado fue diféegwvariando segun el campo eléctrico
aplicado. De manera que, para un campo eléctricb,5l&V/cm se aplicaron 100 ps
totales de tratamiento, para uno de 0,5 kV/cm 1080mientras que para un campo
eléctrico de 1kV/cm se consideraron ambos tiemgtadels de tratamiento, es decir, 100
y 1000 pus. El tiempo total de tratamiento (t) queda determinado por el nimero de
pulsos y por la anchura del pulso, de manera qua @alcular el tiempo total de

tratamiento el nimero de pulsos (n) se multiplicala anchura de pulse)(

t=n«a ec. 1.9
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Esto permite aplicar mismos tiempos totales deanmanto, pero con diferentes

condiciones. Para ello, la aplicacion de un tiertgial de tratamiento de 100 ps se
realiz6 mediante las combinaciones de 20 pulsds jdg, 4 pulsos de 25 ps y 2 pulsos
de 50 ps; mientras que, para aplicar 1000 us ogptid¢otal de tratamiento, se mantuvo
la anchura de pulso cambiando Unicamente el nudepulsos, esto es, 200 pulsos de
5 us, 40 pulsos de 25 us y 20pulsos de 50 us. tlauemn de pulso quedaria definida
como el tiempo comprendido entre que se alcanzaokhje maximo hasta que

disminuye a 0, correspondiéndose con la duracibpulso.

La energia del pulso (W8s la energia aplicada sobre el alimento cuandplgsa una
diferencia de potencial entre los electrodos dealmara de tratamiento. Esta energia
aplicada se calculé a partir del voltaje, la intdad de la corriente que circula y la
anchura de pulso.

W=V*I* 1 ec.1.10

donde V es la diferencia de potencial aplicadaeelis electrodos de la camara de
tratamiento (Voltios);t es la anchura del pulso (s); | es la intensidadadeorriente

eléctrica (Amperios).

Dividiendo la energia del pulso por el peso de lzesira tratada, se determind la
energia especifica por pulso (kJ/kg). Asi, multgatido la energia especifica por pulso
por el nimero de pulsos, se calcul6 la energiacésge total aplicada (kJ/kg) que

permite realizar una estimacion del coste del m@c&sta energia total, depende del
tiempo total de tratamiento, y es diferente pam@aceampo eléctrico, obteniendo las

energias especificas indicadas en la tabla 2.

4.3.2 Influencia de la conductividad del medio deratamiento y de la temperatura

en el efecto de los PEAV

Para el estudio tanto de la conductividad comoadtinperatura en el efecto de los
PEAV, los parametros utilizados fueron iguales@ndos casos. Asi, se aplicaron dos
campos eléctricos diferentes, 1,5 kV/icm y 1kV/cnm d®0 ps de tiempo total de

tratamiento, en forma de 2 pulsos de 50 us de aachu
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Tabla 2. Energia especifica total aplicada (KJf}@a cada tratamiento por PEAV a

diferentes intensidades de campo eléctrico (kV/gntiempos totales de tratamiento

(us).

Parametro PEAV Energia
especifica total

Ekviem) t(1s) o iiicada (kirkg)

0,5 1000 0,31
1 1000 1,24
1 100 0,124

15 100 0,34

4.4. ANALISIS DE TEXTURA DE LA REMOLACHA ROJA

Para la medida de la textura se empled un texturénoen una sonda de corte. La
textura de la remolacha se analiz6 en diferentesleechas tratadas por los parametros
PEAV indicados en el apartadb3.1, asi como también se analizé en muestras no
tratadas.

De cada remolacha se tomaron tres muestras paraeta eje con la ayuda de un
sacabocados, tal como se indica en la figunaposteriormente cada cilindro obtenido,
se analiz6 con el texturometro. El analisis deutexse realizd en tres partes diferentes
del cilindro de la remolacha, ya que la direcci@las fibras de la remolacha podia
influir en las medidas de textura, produciendoalalidad en los resultados para una

misma remolacha.

Figura 5. Toma de muestras de la remolacha para reatigagdtudios de la fuerza de

corte.
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4.5 MODELIZACION MATEMATICA DE LA CINETICA DE EXTRA CCION

En el estudio de la influencia del tiempo de exti@c en la concentracion de
betanina de las muestras tratadas por PEAV y cosigaealizaron diferentes curvas
de extraccion, en las que se relaciona el rendimida extraccion de betanina de la
remolacha roja en el liquido de extraccion a lgdadel tiempo. Por lo que para la
realizacion de estas graficas se utilizo el modeéiematico propuesto por So and
MacDonald (1986) basada en dos cinéticas de prorggn con diferentes

constantes, expresada segun la siguiente ecudidni¢he-Olsen, 1962):

c* =cw*[1-exp (-kwt)]+cd*[1-exp (-kd t)] ec.1.11

donde c*=c/g, c es la concentracion de soluto de la disolu@decualquier tiempo
durante el proceso de extracciom, &s el equilibrio en la concentracion de soluto,

cv* =Cw/ C,, Gy €s el final de la concentracidén de soluto en lacéan debido solo a la
etapa de lavado, mientras qugt=cd/c,, ¢4 es la concentracién final de soluto en la
solucién debido solo a la etapa de difusian(rkin™) es la constante para la etapa de

lavado y k (min™) es la constante para la etapa de difusion.

También se utilizo la ecuacion de Fick, un mode&dematico basado en una cinética
de primer orden con una constante, expresado eoukcién 9. Esta ecuacion ha sido
utilizada por diversos autores para describir lng@sos de extraccion solido-liquido de
diferentes componentes intracelulares (Spigno y, @fl06; Vorobiev y Lebovska,
20089.

Y= Ymax (1- €7 ec.1.12

donde Y es la concentracion de betaninas extraidas tragempo t de extraccion
(expresado en minutos); n¥x es la concentracion maxima de betaninas una vez
alcanzado el equilibrio; k es la constante querdeta la velocidad del proceso de

extraccion (min-1).
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El ajuste del modelo a los valores de las curvas ed&raccion obtenidas
experimentalmente se realizé con el programa GragphPRISM® (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA).

4.6 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Ademas de los analisis estadisticos indicados paraealizaciéon del disefio
experimental como para el ajuste del modelo deaegidn ya presentado, los
célculos del error estandar de la media y los aisalle varianza (p=0,05), se
llevaron a cabo con el programa GraphPad PRISM®@@Pad Software, Inc., San
Diego, CA).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto de los PEAV en la mejora de la extracdérbetanina de remolacha roja ha
sido investigado por distintos autores (Lopez 28109, Loginova et al., 2011, Luengo
et al., 2016). En estos estudios, el tratamienteas&plicado a cilindros de remolacha de
distintas dimensiones. En esta investigacion, seshaliado la mejora de la extraccion
de betanina de remolacha roja mediante la aplinag#un tratamiento de PEAV a la
remolacha entera con objeto de simular un procesadisstrial. En la actualidad,
existen equipos de PEAV a escala industrial capdeeprocesar 50 tn/h de patatas
enteras que podria utilizarse para el tratamieatpiekzas enteras de remolacha roja para
mejorar la extraccion de betanina. Por otro ladioeste estudio se ha investigado por
primera vez el efecto de la intensidad del campoteto, del tiempo de tratamiento y
de la anchura de pulso en la electroporacién deapienteras de remolacha roja

sumergidas en un medio liquido.
5.1 INFLUENCIA DE LA INTENSIDAD DEL CAMPO ELECTRICO

La influencia de la intensidad del campo eléctiepla mejora de la extraccién de
betanina de remolacha roja se ilustra, como unm@gEnen la figuras 6A y 6B. Estas
figuras muestran la extraccion a lo largo del tienge betanina de remolacha roja
tratada con un tratamiento de PEAV con 40 pulsd&sdes de anchura y una intensidad
de campo eléctrico de 0,5y 1 kV/cm (Fig. 6A) y dopulsos de 25 ps de anchura y una
intensidad de campo eléctrico de 1y 1,5 kV/cm.(BB). Debido a que al disminuir la
intensidad del campo eléctrico se requiere prolorgdempo total de tratamiento para
conseguir electroporar las células, en el rangomsidades de campo eléctrico mas
bajas (0,5 y 1 kV/cm) se comparan las curvas deeitn tras un tiempo total de
tratamiento de 1000 yus mientras que en el rangmtdasidades de campo eléctrico
mayores (1 y 1,5 kV/cm) se comparan las curvas xecaeion tras un tiempo de
tratamiento 10 veces menor (100 us). En ambasafigge incluye la grafica de
extraccion correspondiente a la muestra sin tpaPEAV (control).

25



% extraccion de betanina

Madster en Calidad, Sequridad y Tecnologia de los Alimentos Cristina Millan

100+
100 «
£
c 801
©
80 E
604
60 3
c
© 40
40 g
©
£ 204
20 )
N
0 © O'- ] ] ] ] ] 1
I I I I I 1
0 30 60 90 120 150 180 0 30 6_?_. %0 .120 150 180
Tiempo (min) lempo (min)
- NT -~ NT

& 1 kV/cm 40pulsos 25us
—4— 0.5 kV/cm 40 pulsos 25us

- 1kV/cm 4pulsos 25us
—&— 1.5 kV/cm 4pulsos 25ps

Figura 6. Influencia de la intensidad del campo eléctricdeemxtraccion de betanina de remolacha roja a 1000
ps (A) y 100 us (B).

La figura 6A muestra las curvas de extraccionagdar 40 pulsos de 25 us de anchura
(tiempo total 1000 us) a una intensidad de 0,5kw/tm. Se observa que en ambos
casos la extraccion fue mas rapida en las mudsataslas por PEAV que en la muestra
control y que tanto la velocidad de extraccion cdacantidad de betanina extraida fue
mayor cuanto mayor era la intensidad del campdraécPor ejemplo, tras 90 minutos

de extraccion se extrajo el 40% del contenido tokal betanina contenido en la

remolacha en la muestra control y el 68 y el 90rtae muestras previamente tratadas

a 0,5y 1 kV/cm, respectivamente.

La figura 6B muestra las curvas de extracciondmiear 4 pulsos de 25 ps de anchura
(tiempo total 100 ps) a una intensidad de campa gel,5 kV/cm. En este caso, se
observa que el incremento del campo eléctrico delb kV/cm apenas incrementé la
cantidad de betanina extraida de la remolacha Bgo0s resultados indican la
existencia de un campo eléctrico maximo por endeiacual el incremento del campo
eléctrico no aumenta significativamente la elearapion de las células de la
remolacha roja. La existencia de este campo atéatnéximo ha sido descrito por otros

autores durante la electroporacion de distintosstige células (Puértolas et al., 2010;
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Luengo et al., 2014). El incremento del efecto @ gulsos eléctricos al aumentar la
intensidad de campo eléctrico podria estar reladorton un incremento del nimero de
células electroporadas. La aplicacion de un camgotrieo externo provoca un

incremento del potencial transmembrana de las a®lUPara que se manifieste la
electroporacion este potencial transmembrana dgtera un determinado umbral y el
potencial transmembrana generado por el campaietéetxterno depende entre otros
factores del tamafio de las células. El incremertacadmpo eléctrico aplicado podria
provocar que se alcanzara el potencial transmembean aquellas células de la
remolacha roja de un menor tamafio donde no sezaloarel potencial transmembrana
umbral al aplicar campos eléctricos de menor indews Una vez aplicado el campo
eléctrico capaz de generar el potencial transmembcapaz de electroporar todas las
células, nuevos incrementos del campo eléctricoragocarian un aumento del nimero

de células electroporadas y por tanto, del efeetosltratamiento por PEAV.
5.2 INFLUENCIA DEL TIEMPO DE TRATAMIENTO

La figura 7 muestra, como un ejemplo, la influerd@htiempo de tratamiento (nUmero
de pulsos x anchura de pulso) en la extraccionetenma de remolacha tratada a la
misma intensidad de campo eléctrico (1 kV/cm). Bseova que el tratamiento mas
largo 1000 ps (20 pulsos de 50 ps) fue mas eficazel tratamiento de 100 ps (20
pulsos de 5 ps). Por ejemplo, tras 90 minutos dea@ion la cantidad de betanina
extraida fue de 2 y 1,5 veces mayor respecto dkalocuando la remolacha se tratd

previamente durante 1000 y 100 ps respectivamente.

El Belghiti y Vorebiev (2004), también observaromecel incremento del tiempo de
tratamiento por PEAV aumento la extraccion de azdearemolacha. En general, al
igual que ocurre con la intensidad del campo etéctrel aumento del tiempo de
tratamiento hasta un determinado valor aumentafesitce de los tratamientos por
PEAV. El incremento observado en la extraccion etarina del interior de las células
de la remolacha al aumentar el tiempo de tratamipatiria estar relacionado con un
aumento del tamafio de los poros formados a medieag prolonga el tratamiento lo

que favoreceria la salida de betanina al medi@aestular.
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Figura 7. Influencia del tiempo total de tratamiento eex#raccion de betanina de la remolacha roja a
un campo eléctrico de 1 kV/cm.

5.3 INFLUENCIA DE LA ANCHURA DE PULSO

El presente estudio se realiz6 con un equipo quenifee aplicar pulsos de onda

cuadrada de diferente anchura, por lo que taml@énvestigo si la anchura del pulso
influia en la electroporacion de las células deslaolacha roja tratada por PEAV. La
figura 8 compara las graficas de extraccion obstmnitras tratar la remolacha a
tratamientos de PEAV de una intensidad de campmtriel@ de 0,5 kV/cm, una duracion

de 1000 pus y distinta anchura de pulso (5, 25 yg)0Al aumentar la anchura de pulso
fue necesario aplicar menos numero de pulsos jarseguir un tiempo de tratamiento
total de 1000 us. Mientras que con una anchura @s fue necesario aplicar 200

pulsos, cuando se aumento la anchura de cada p&8qus tan solo fueron necesarios
40 pulsos para alcanzar el tiempo de tratamierteblesido. Como se muestra en la
gréfica, en el rango de condiciones investigadafeslto del tratamiento en la mejora
de la extraccién de betanina fue independienteadmthura del pulso. Las curvas de
extraccion tras aplicar el mismo tiempo total datamiento utilizando distintas

anchuras de pulso fueron similares, indicando tjeéeeto del tratamiento era debido al
tiempo total al que las células estaban sometidasaacion del campo eléctrico, en

lugar de a la anchura o numero de pulsos aplicados.
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Figura 8. Influencia de la anchura de pulso en la extracdiéna betanina de la remolacha roja tras un
tiempo total de tratamiento de 1000 ps.

5.4 CINETICA DE EXTRACCION DE BETANINA DE REMOLACHA ROJA
TRATADA POR PEAV

Generalmente, el fendbmeno de extraccion solidad@ua través de membranas
celulares se suele describir mediante un modelo apuene que la extraccion de
betanina es funcion exponencial del tiempo de esitha (ecuacion 1.12). Este modelo,
permite estimar la cantidad de betanina extraidal @guilibrio (t=o) y una constante

de velocidad que depende de las condiciones daceidn. La figura 9 muestra el
ajuste de este modelo exponencial a las graficaexttaccion de betanina de una
remolacha roja sin tratar (control) y de muestmgaiolacha roja tratadas por PEAV
de distinta intensidad. Se observa que, mientrasefjunodelo exponencial describio
adecuadamente la extraccion de betanina de la rauesntrol, en el caso de las
muestras tratadas por PEAV el modelo no se ajudgtumdamente a los datos

experimentales.

Esta discrepancia probablemente es debida a queltteatamiento de PEAV parte del
contenido intracelular es forzado a salir al ertedie la célula debido al incremento de
la permeabilidad de la membrana celular por ehmnénto de PEAV y a la presion
existente en el interior de la célula responsaldesua turgencia (Figura 10). Como
consecuencia, la superficie del tejido se cubrdigiédo que sale rapidamente del
interior de las células, y asi cuando las parttcala remolacha se sumergen en el

liquido de extraccion, el liquido extracelular agd rapidamente pasando al medio de
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extraccion. Una vez producido este fendbmeno, dbrdsl contenido intracelular va

pasando mas lentamente al medio de extraccionifusidh.
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Figura 9. Ajuste de modelo exponencial con la ecuacion dk. Fi

Figura 10. Aspecto de un corte de remolacha roja sin trétay tratada por PEAV (B).

Por lo tanto, para describir las curvas de extécde un producto tratado por PEAV se
requiere utilizar un modelo que describan simuliémente el fendbmeno de lavado vy el
fendmeno de difusion. Como se observa en la figirael uso de un modelo basado en
dos cinéticas de primer orden con constantes deideld diferentes (ecuacion 1.11)
permitié describir adecuadamente las gréaficas dea@ion de betanina a partir de la

remolacha roja tratada por PEAV.
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Figura 11. Ajuste basado en un modelo matematico que asaumeddtencia de una fase de lavado y una

fase de difusion durante la extraccion de betaténeemolacha tratada por PEAV.

La tabla 3 muestra los parametros que se obtuvialajustar todas las curvas de
extraccion de betanina de remolacha roja tratadaPRAV de distinta intensidad,
tiempo de tratamiento y anchura de pulso. Como aseldscrito en la seccion de
Material y MétodosK,, y Kqrepresentan las constantes de velocidad correspusadi
al fendmeno de lavado y al fendmeno de difusiopaetsvamente, mientras que, @

Cq se corresponden con el porcentaje de betaninaidetpor lavado en el equilibro
(t=0) y por difusion en el equilibrio (ts), respectivamente. Los coeficientes de
determinacion de los ajustes®(Rjue también se muestran en la tabla fueron esstod
los casos iguales o superiores a 0,95 indicandodigle modelo podia utilizarse
satisfactoriamente para describir la extracciémel@nina a partir de la remolacha roja
tratada por PEAV.

El analisis de los parametros del modelo que aparen la tabla 1 indican que las
velocidades de extraccionyi Ky no estaban influenciadas por la intensidad depcam
eléctrico aplicado, el tiempo de tratamiento y m@haura del pulso. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p5Pdhtre las variables, Ky Ky en las
condiciones experimentales ensayadas. Se obsee/@lqualor medio de la K(1,23
min™) era casi 50 veces més elevado que el valor nuslia Ky (0,025 mir) lo que
indica como era de esperar que el fendmeno de dagadnucho mas rapido que el

fendmeno de difusion.
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Tabla 3. Parametros obtenidos tras los ajustes de lassa® extraccion de betanina de remolacha roja
tratada por PEAV de distinta intensidad (kV/cm)mafio de pulsos y anchura de pulso (us), con los

correspondientes intervalos de confianza para%l. 95

Cuw Kw Cq Kg R®
0,5-200-5  43,4%4,45  2,214512  34,210,34  0,0269@0,02 0,9826
0,5-40-25  47,1G4,59  1,4741,22  39,250,63  0,0193%0,02 0,9757
0,5-20-50 49,315,552  2,1685,628  36,0%6,34  0,020020,01 0,9817
1-200-5 59,984,79  0,76260,20 33,6%8,67  0,0242%0,49 0,9868
1-40-25 63,026,05  1,0280,43  33,44586 0,033530,01 0,9844
1-20-50 63,4%6,69 0,923@0,36  31,3%6,45  0,029350,02 0,9869
1-20-5 45,1%6,94 0,601&0,29 35,189,18  0,014190,01 0,9715
1-4-25 43,995 0,94740,42 36,78@4,86 0,0273&0,009 0,9814
1-2-50 41,3%3,15  1,0120,39  39,7#4,57 0,014620,001 0,9775
1,5-20-5  42,9k6,18  0,79830,38 43,865,838 0,025510,008 0,9797
1,5-4-25  51,1%11,27 0,54340,30 38,3%10,2  0,0258%0,02 0,9550
1,5-2-50  43,8%12,66 2,276:14,31 46,3312,16 0,043430,02 0,9626

Debido a que no se observaron diferencias estealistnte significativas entre los
valores K del proceso de lavado y difusién, y cojetm de simplificar el modelo, se
volvieron a ajustar las curvas de extraccion aiEma ecuacion, pero sustituyendo las
variables K, y Kq por los valores medios calculados a partir desédsres obtenidos en

el primer ajuste.

La tabla 4 muestra los valores dg ¥ Cy obtenidos tras el segundo ajuste del modelo.
Los coeficientes de determinacion obtenide®,45) en este segundo ajuste indicaron
gue el modelo simplificado seguia siendo adecuaal@ mlescribir las curvas de
extraccion. En todos los casos, se observo quartddad de betanina extraida por
lavado () era mayor que la extraida por difusion. Por ejempas un tratamiento de

1 kV/cm con 40 pulsos de 20 us en la fase de lasadextrajo mas del 60% del
contenido total de betanina de la remolacha, mraemue en la de difusién se extrajo
alrededor del 35 %. Por otro lado, ni en la cautida betanina extraida en la fase de
lavado ni en la extraida en la fase de difusicobservaron diferencias estadisticamente
significativas al aplicar tratamientos de distiatachura de pulso. Es decir, el efecto
observado en la mejorara de la extraccién de betatépendié de la intensidad del

campo eléctrico y del tiempo total de tratamieAionque la anchura de pulso no afecté
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a la eficacia de la electroporacion el uso de puls@s anchos presenta una clara
ventaja desde el punto de vista de aplicacion dedaologia en un proceso en flujo
continuo, ya que permite procesar mas cantidadraldupto por unidad de tiempo sin
modificar la frecuencia de aplicacion de los pulsBsr ejemplo, manteniendo la
frecuencia, la aplicacion de pulsos de 50 us perduplicar la cantidad de producto
gue se puede procesar frente a un tratamiento @ge 5aumentar por 10 la cantidad de
producto que se puede procesar frente a un tratéorde 5 us.

Debido a que no se observaron diferencias estealistinte significativas entre
tratamientos de la misma duracion e intensidadadgpo eléctrico aplicado con pulsos
de diferente anchura, la cantidad de betaninaidatise calculé a partir de la suma de

los valores medios de la betanina extraida podiaygpor difusion.

Tabla 4. Valores de ¢;y G, obtenidos tras el segundo ajuste del modelo.

Cw Cq R?
0,5-200-5 45,18 32,71  0,9816
0,5-40-25 46,02 37,37  0,9731
0,5-20-50 49,52 33,44 0,9781

1-200-5 56,66 37,65  0,9816
1-40-25 64,58 34,06 0,9811
1-20-50 62,61 37,79  0,9841
1-20-5 3854 37,06 0,9638
1-4-25 4352 3831  0,9799
1-2-50 37,85 37,35  0,9708
1,5-20-5 40,98 46,58 0,9774
1,5-4-25 458 4549  0,9415
1,5-2-50 51,08 43,09  0,9559

La tabla 5 muestra los valores medios obtenidoa @8 distintas intensidades de
campo eléctrico y tiempos de tratamientos aplicadoemas, se muestra la cantidad
total de betanina extraida obtenida al sumar l&dzhde betanina extraida por lavado

y por difusion.
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Por lo que respecta a la cantidad de betaninaiéatgor difusion no se observaron
diferencias estadisticamente significativas emsetlatamientos aplicados a 0,5 kV/cm
durante 1000 pus, 1,5 kV/cm durante 100 ps y 1 kVdorante 100 ps. Tras aplicar
estas condiciones de tratamiento se extrajo aloedael 40% del contenido total de
betanina contenido en la remolacha roja. El tragatoi que permitidé extraer la mayor
cantidad de betanina en el proceso de lavado faglieado a 1 kV/cm durante 1000 ps.
Dicho tratamiento consiguio extraer alrededor d¥b6de la betanina contenida en la
remolacha durante la fase del lavado. La extracdiinante la fase de lavado es una
extraccion muy rapida ya que en esa fase la betgrasa al medio de extraccion en
menos de 5 minutos. Por lo tanto, la aplicaciéntdgbmiento de 1 kV/cm durante
1000 ps permitiria extraer simplemente con 5 mmue extraccion un 20% mas de
betanina que en la muestra control en la que cormxino se extrajo el 40 % del

contenido de betanina de la remolacha.

Tabla 5. Valores medios de ,Cy Cy asi como las concentraciones totales al final pdeteso de
extraccion (180 min), obtenidos para las distintatgnsidades de campo eléctrico y tiempos de
tratamientos aplicados.

Cw Cq C
No Tratada 43,40
0,5 kV/cm 1000us 46,90 34,50 81,41
1kV/cm 1000 ps 61,28 36,5 97,78
1kV/cm 100 ps 39,97 37,57 77,54
1,5kV/cm 100us 45,95 45,05 91,00

La figura 11 compara la cantidad total de betamix@aida tras la aplicacion de los
tratamientos de PEAV de distinta intensidad condatidad de betanina total extraida
de la remolacha sin tratar. Se observa en todosdsss una mejora de la extraccion

total de betanina tras la aplicacion previa deratatniento de PEAV.

La cantidad total de betanina extraida increment®o 40, 57, 36 y 49%

aproximadamente respecto a la muestra controleteactroporar la remolacha con 0,5
kV/cm durante 1000 ps, 1 kV/cm durante 1000 usVicrk durante 100 us y 1,5
kV/cm durante 100 ps respectivamente. A la vistaladeresultados obtenidos, el

tratamiento que permitié conseguir una mayor egiéacde betanina fue el de 1 kV/cm
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durante 1000 ps. Con este tratamiento practicamsatextrajo la totalidad de la
betanina contenida en la remolacha (97%). Por p#&de, al aumentar el campo
eléctrico a 1,5 kV/cm se logré extraer un poco nses® betanina (90%) pero se redujo

el tiempo de tratamiento 1000 a 100 ps.

100+

% extraccion de betanina

Figura 11. Porcentaje de extraccion de betanina estimadeelporodelo de la remolacha roja tras la
aplicacion de PEAV de diferentes intensidades

A la hora de decidir el tratamiento Optimo en umceso industrial, ademas de
considerar el rendimiento del proceso de extragciday que considerar otros
parametros como el nimero de pulsos a aplicacgredumo energético del tratamiento.
En este caso, la disminucién de 10 veces en eptiade tratamiento redujo el consumo
energético del tratamiento de 1,24 kJ/kg a 0,34gkdébn solo aumentar 0,5 kV el
campo eléctrico. Por lo tanto, aunque el rendimie@ proceso de extraccion era un
7% menor, el hecho de que el consumo energéticmadamiento a 1,5 kV/cm durante
100 us fuera 3,6 veces inferior haria que probatenéste fuera el tratamiento que

elegiria una compafia para tratar las remolachdsnte PEAV.
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5.5 INFLUENCIA DE LA CONDUCTIVIDAD Y TEMPERATURA DE L MEDIO

DE TRATAMIENTO EN LA MEJORA DE LA EXTRACCION DE BET ANINA
POR TRATADA POR PEAV

Una vez establecidas las condiciones de tratamigotdPEAV mas adecuadas para
mejora la extraccion de betanina roja de la renmalaoja en términos de rendimiento y
costes energéticos, se decidié estudiar la infiaede la conductividad del medio de

tratamiento y de la temperatura de tratamiento.

Debido a que la remolacha roja se tratd entera igid@een un liquido, es posible, a
diferencia de otros casos en los que el productoase directamente, modificar la
conductividad del medio de tratamiento independimeinte de la conductividad que
tenga la remolacha. Por ello, se investigo la enftia de la conductividad del medio de
tratamiento en el efecto de los pulsos eléctricisesla remolacha. La conductividad
influye en la resistencia de la camara de trataimieue depende ademas de sus
dimensiones. Por otro lado, la resistencia de faaca de tratamiento influye en la
energia especifica total que se requiere para geakcampo eléctrico y, por lo tanto,

en el coste del tratamiento.

La figura 12, muestra la influencia de la condudtad del medio en el que se traté la
remolacha roja en la extraccion total de betarduaque no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la extraccioterubda tras el tratamiento de la
remolacha en medios de conductividad 0,5, 1 y 1S8cm, se observa una tendencia
gue indica que al aumentar la conductividad dead5mS/cm aumenta alrededor de un
10 % la cantidad total de betanina extraida y,rqeos incrementos de conductividad

no incrementaron el efecto.

Cuanto mayor es la resistencia de la camara dentreito y, por lo tanto, menor la
conductividad del medio de tratamiento, menor e®rlargia que se requiere para
generar el campo eléctrico. En este caso, al apicaatamiento a una conductividad
de 0,5 mS/cm, el consumo energético (0,11 kJ/kgBfueces inferior al que se requirid
para aplicar el mismo tratamiento en el medio dedaotividad 1,5 mS/cm (0,34). Por
otra parte, al disminuir la conductividad de 1,5/ensa 1 mS/cm se redujo la energia
del tratamiento 1,5 veces. Por lo tanto, el gas&rggtico del tratamiento se podria

reducir 1,5 veces disminuyendo la conductividad1l¢®e a 1 mS/cm sin afectar al
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rendimiento de la extraccion de betanina y, treevalisminuyendo la conductividad

hasta 0,5 mS/cm con una pérdida de rendimientbQfél
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Figura 12. Influencia de la conductividad del medio de tratamo en el que se tratd la remolacha en la
extraccion de betanina de la remolacha roja.

Por otro lado, la temperatura a la que se aplideatmiento de PEAV es otro factor
que influye de manera importante en la electropénacelular. Distintos autores

(Saldafa et al., 2014; Timmermans et al. 2014),demnostrado que la electroporacion
es mas efectiva al aumentar la temperatura relacdonse este efecto con la mayor
fluidez de las membranas celulares a mayor temparaDebido a que en un proceso
industrial, la temperatura de la remolacha puedan funcidén de la época del afio o
de las condiciones de almacenamiento, antes daliento se decidié investigar la

influencia de este factor.

La figura 13 muestra el efecto de la temperaturtademolacha en la extraccion total
de betanina. De nuevo, no se observaron difereesi@slisticamente significativas en
la extraccion total de betanina a las tres tempexstinvestigadas. Sin embargo,
también se observo una tendencia que indicaba wpredo el tratamiento se aplico a
7°C el rendimiento disminuyé alrededor de un 108peeto al que se obtuvo al aplicar
el tratamiento a 18 y 25°C. Debido a que el candeidemperatura apenas afecté al
consumo energético del tratamiento, estos resudtamiticarian que seria mas adecuado

aplicar el tratamiento a la temperatura mas elepadible.
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Figura 13. Influencia de la temperatura del medio de tratatoien el que se tratd la remolacha en la
extraccion de betanina de la remolacha roja.

5.6 INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO DE PEAV EN LA FUERZA
REQUERIDA PARA CORTAR LA REMOLACHA ROJA

Es conocido que la electroporacion de las céluasum tejido vegetal provoca un
ablandamiento del mismo debido a que la saliddigi@ldo intracelular a través de los
poros formados disminuye la turgencia de las cgl@amo la remolacha se trituro tras
aplicar el tratamiento de PEAV, se decidi6 estudiados tratamientos aplicados
ablandaban la remolacha, lo que facilitaria su guimst triturado y por lo tanto el

consumo energético del mismo.

Debido a que fuerza de corte podria estar infléepar la zona de la remolacha se
realizo el corte en la zona central y en los extierde un cilindro obtenido de la
remolacha con un sacabocados, tal y como se desenla seccion de Material y
Métodos, y se compar6 la fuerza que se necesigdquatar cilindros de remolacha sin
tratar y tratada por PEAV con las condiciones d&ainiento que se establecieron como
mas adecuadas para obtener la maxima extraccidreta@ina (1 kV/cm-1000 ps y
1,5 kV/cm-100 us).

No se observaron diferencias estadisticamentefisgiivas en la fuerza de corte entre

las tres zonas del cilindro, ni cuando se aplicausos de distinta anchura. Por ello, la
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figura 5.7 compara los valores medios corresponeliea la muestra control (sin tratar)
y tratada por PEAV de 1 kV/cm-1000 ps y 1,5 kV/c@®-us.

Se observa que la fuerza necesaria para cortamalacha era menor en las muestras
tratadas por PEAV que en la muestra control. Ee esto, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el contrialsymuestras tratadas por PEAV y entre
las dos muestras tratadas por PEAV. Por lo tantoatdmiento aplicado a la mayor
intensidad de campo eléctrico (1,5 kV/cm), que sgespondia con el de menor

energia, era con el que se consigui6é el mayor dataiento de la remolacha.
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Figura 14. Valores medios de la fuerza necesaria para & dertos cilindros de la remolacha roja.

La fuerza de corte para cortar la remolacha tratada este tratamiento era
practicamente la mitad que la que se necesitalzaqoatar la remolacha sin tratar. Este
resultado, apoya que el tratamiento de 1,5 kV/crartte 100 pus seria el mas adecuado
en un procesado industrial pues aunque el rendimide la extraccion obtenido es
ligeramente inferior al obtenido con el tratamiedéol kV/cm durante 100 us, el coste

energético del mismo y la fuerza necesaria pacaré tras el tratamiento son menores.
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6. CONCLUSIONES

« El tratamiento de la remolacha roja entera por PEASUItO ser eficaz para

electroporar sus células y mejorar posteriormentxtraccion de betanina.

* El efecto del tratamiento por PEAV en la extracaié@betanina de la remolacha
fue funcion de la intensidad del campo eléctricodgl tiempo total de

tratamiento y no dependi6 de la anchura del pulso.

* A diferencia de la curva de extraccion de betadi@maemolacha roja sin tratar,
las curvas de extraccién de la betanina en la m@hal tratada por PEAV se
ajustaron a un modelo matematico que asume laeegist de dos cinéticas de
primer orden: una que describe la salida de bedapor lavado y otra por
difusion.

» Considerando como criterios, ademas del rendimidatextraccion de betanina,
el tiempo total de tratamiento y su energia esipaciél tratamiento aplicado a
1,5 kV/cm durante 100 us resultd ser el mas apdopia

» La temperatura de aplicacién de los PEAV vy la catididad del medio donde
se traté la remolacha no influyé significativamesela extraccion de betanina.

« El tratamiento de PEAV a la remolacha entera disgé@rsignificativamente la
fuerza necesaria para su posterior corte lo queeseptaria una ventaja

adicional en el proceso de extraccion a partiademolacha triturada.
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6. CONCLUSIONS

* The treatment of the entire beetroot by PEAV wésctive to electroporate its
cells and enhance subsequent extraction of betanine

» The effect of PEF in the extraction of betaninerfrine red beetroot depended
on the intensity of the electric field and the tdtaatment time, whereas it did
not depended on the pulse width.

e Contrary to the extraction of betanine from thereatied beetroot, the extraction
curves of betanine from the PEF treated beetroot werrectly fitted to a
mathematical model assuming two different firstesrkinetics: one describing a
washing step and other a diffusion step.

» Considering as criteria the betanin yield extractibe total treatment time and
specific Energy, the treatment applied at 1.5 kVfonL00 us resulted the most
appropriated.

* The temperature of application of PEF treatmentstha conductivity of the
treatment médium showed no significative influemmcthe extraction of
betanine.

* The PEF treatment of the whole red beetroot redsgdficatively the cutting
force required to cut the beetroots, thereforergsensents an aditional

advantage in the process of betanine extractian the blended beetroot.
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