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Titulo: Intensificacion de la extraccidon de betanina en remolacha roja mediante ultrasonidos y
pulsos eléctricos.

Resumen: El creciente interés de los consumidores por los colorantes naturales en los
alimentos, se debe a la preocupacion por la seguridad de muchos colorantes sintéticos,
reforzado por la posible existencia de beneficios para la salud, que presentan los pigmentos
naturales. Esto ha dado lugar a un aumento de las investigaciones encaminadas a mejorar el
rendimiento en la obtencidn de estos colorantes.

La finalidad principal de este trabajo fue establecer el efecto de la combinacién de pulsos
eléctricos y ultrasonidos de potencia sobre la extraccién de betanina de la remolacha roja. Se
determinaron, ademas, las cinéticas de extraccién sdlido-liquido con y sin la aplicacién del
pretratamiento de pulsos eléctricos, asi como el efecto de las variables del proceso (agitacién
mecanica o ultrasonidos), el tipo de disolvente utilizado (agua o etanol) y la temperatura de
extraccion.

Generalmente, los mejores rendimientos en la extraccion del pigmento se alcanzaron a mayores
concentraciones de etanol (EtOH), obteniéndose un incremento del 22,13% (EtOH 10%), del
52,5% (EtOH 30%) y del 54,7% (EtOH 70%) respecto al rendimiento obtenido con agua destilada.
Los resultados obtenidos muestran que concentraciones superiores al 30% de etanol no
suponen una mejoria notable en el rendimiento de la extraccién.

Los efectos del pretratamiento con PEF (1,25 kV/cm; 500 us) fueron notables con todos los
disolventes empleados, sin embargo, fueron mayores a menor concentraciéon de etanol en el
disolvente extractor, obteniéndose un 59,5% mas de betanina, en el caso de utilizar Unicamente
agua como disolvente en agitacién mecanica, tras la aplicacion del pretratamiento.

El empleo de ultrasonidos hizo que el rendimiento aumentara en promedio un 13% respecto a
la agitacidon mecanica, teniendo un mayor efecto al combinarlo con pulsos eléctricos, llegando a
alcanzarse hasta un 83,1% de betanina extraida (EtOH 70%; potencia US del 50% y PEF). En el
caso del empleo de agua, disolvente con el que se estudié el efecto de la temperatura, el
rendimiento de la extraccién aumentdé un 28,4% a la temperatura de 459C respecto a la de
259C.

La aplicacién de 32 pulsos eléctricos (1,25 kV/cm; 800 ps) condujo a una disminucién de hasta
un 46% en la fuerza maxima para cortar la remolacha, lo que facilitaria la etapa de reduccién de
tamafio previa a la extraccion.

El elevado coeficiente de determinacién R? del modelo de Weibull refleja el buen ajuste a los
datos experimentales de las extracciones realizadas.

Los resultados del presente trabajo muestran como la combinaciéon de pulsos eléctricos vy
ultrasonidos permite aumentar significativamente la velocidad en las cinéticas de extraccidon y
mejorar el rendimiento final del proceso, lo que puede llegar a ser una herramienta muy util
con vistas a una aplicacién industrial.

Palabras clave: extraccion, betanina, modelizacidn, PEF, ultrasonidos, etanol.



Titol: Intensificacié de I'extraccié de betanina en remolatxa roja mitjangant ultrasons i polsos
eléctrics.

Resum: El creixent interes dels consumidors pels colorants naturals en els aliments, es deu a la
preocupacio per la seguretat de molts colorants sintétics, reforcat per la possible existéncia de
beneficis per a la salut, que presenten els pigments naturals. A¢o ha suposat un augment de les
investigacions encaminades a millorar el rendiment en I'obtencié d'aquests colorants.

La finalitat principal d'aquest treball va ser establir I'efecte de la combinacidé de polsos eléctrics
i ultrasons de poténcia sobre I'extraccié de betanina de la remolatxa roja. Es van determinar, a
més, les cinetiques d'extraccid solid-liquid amb i sense I'aplicacié del pretractament de polsos
eléctrics, aixi com I'efecte de les variables del procés (agitacié mecanica o ultrasons), el tipus de
dissolvent utilitzat (aigua o etanol) i la temperatura d'extraccio.

Generalment, els millors rendiments en I'extraccié del pigment es van aconseguir a majors
concentracions d'etanol (EtOH) , obtenint-se un increment del 22,13% (EtOH 10%), del 52,5%
(EtOH 30%) i del 54,7% (EtOH 70%) respecte al rendiment obtingut amb aigua destil-lada. Els
resultats obtinguts mostren que concentracions superiors al 30% d'etanol no suposen una
millora notable en el rendiment de I'extraccié.

Els efectes del pretractament amb PEF (1,25 kV/cm; 500 ps) van ser notables amb tots els
dissolvents empleats, no obstant aix0, van ser majors a menor concentracié d'etanol en el
dissolvent extractor, obtenint-se un 59,5% més de betanina en el cas d'utilitzar Unicament aigua
com a dissolvent en agitacid mecanica, després de |'aplicacio del pretractament.

La utilitzacié d'ultrasons va fer que el rendiment augmentara com a mitjana un 13% respecte a
|'agitacid mecanica, tenint un major efecte al combinar-ho amb polsos eléctrics, arribant a
aconseguir-se fins a un 83,1% de betanina extreta (EtOH 70%; poténcia US del 50% i PEF). En el
cas de la utilitzacié d'aigua, dissolvent amb el que es va estudiar I'efecte de la temperatura, el
rendiment de I'extraccié va augmentar un 28,4% a la temperatura de 459C respecte a la de
259C.

L'aplicacié de 32 polsos eléctrics (1,25 kV/cm; 800 pus) va conduir a una disminucié de fins a un
46% en la forgca maxima per a tallar la remolatxa, la qual cosa facilitaria I'etapa de reduccié de
grandaria previa a I'extraccid.

L'elevat coeficient de determinacié R? del model de Weibull reflecteix el bon ajust a les dades
experimentals de les extraccions realitzades.

Els resultats del present treball mostren com la combinacié de polsos electrics i ultrasons
permet augmentar significativament la velocitat en les cinetiques d'extraccié i millorar el
rendiment final del procés, la qual cosa pot arribar a ser una ferramenta molt atil amb vista a
una aplicacié industrial.

Paraules clau: extraccio, betanina, modelitzacio, PEF, ultrasons, etanol.



Tittle: Enhancement of betanin extraction from red beetroot by ultrasounds and pulsed electric
fields.

Abstract: Consumers’ growing interest in natural food colourants is due to a higher concern in
the safety of artificial food colourants, reinforced by the possible health benefits regarding to
natural pigments. Consequently, it has led to an increase in the number of studies whose aim is
the extraction yield enhancement of these pigments.

The main purpose of this work was to establish the effect of the combination of both electric
pulses and ultrasounds in betanin extraction from red beetroot. Solid-liquid extraction kinetics
were determined with and without an applied pretreatment of electric pulses, as well as the
effect of all process variables (mechanical stirring or ultrasounds), the solvent (water or
ethanol) and the extraction temperature.

Generally, better extraction yields were achieved with higher ethanol concentrations (EtOH),
resulting in an increase of 22,13% (EtOH 10%), 52,5% (EtOH 30%) and 54,7% (EtOH 70%)
compared to using distilled water as a solvent. Performed research shows that concentrations
above 30% of ethanol are not considered to have a significant improvement in the extraction
yield.

All solvents used in the extraction had noteworthy effects after the PEF treatment (1,25 kV/cm;
500 ps). Nevertheless, these effects were always higher when using a lower ethanol
concentration. As an example, an increase of 59,5% of betanin was obtained with water in the
mechanical stirring extraction after the PEF treatment.

Moreover, ultrasounds increased the extraction yield by 13% compared to mechanical stirring,
which had a higher effect in combination of electric pulses, obtaining up to 83,1% of betanin
(EtOH 70%; 50% US power and PEF treatment). The study of the effect of temperature in the
extraction yield, when just water was employed, showed an increase of 28,4% in the extraction
yield at 452C compared to 252C.

The application of 32 electric pulses (1,25 kV/cm; 800 us) led to a reduction from up to 46% in
the peak force to cut the beetroot. According to these results, the previous cutting stage for a
size reduction would therefore be easier to perform.

The high coefficient of determination R? in the Weibull model indicates a good fitting of this
normalized model on the data set.

The results concerning this study show how the combination of both electric pulses and
ultrasounds can noticeably increase the extraction kinetics speed, as well as improve the
extraction yield of the final process, which could be highly useful towards an industrial
application.

Key words: extraction, betanin, modelling, PEF, ultrasounds, ethanol.
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1. INTRODUCCION

La industria alimentaria ha realizado un gran esfuerzo de desarrollo tecnolégico, por lo que
cada vez es posible encontrar en el mercado un mayor abanico de nuevos productos, con mejor
calidad microbioldgica, mas seguros y con mayores tiempos de conservacion. A su vez, cabe
destacar el atractivo sensorial de estos productos, incluyendo la percepcidon visual (forma,
textura y color), el olor o el sabor.

La diversidad de alimentos en nuestros mercados existe gracias a la globalizacion de la
produccién alcanzada en el siglo XXI. Los alimentos procesados suelen recorrer largas distancias
hasta llegar al consumidor y, con el fin de mantener la calidad del producto original durante el
mayor tiempo posible, se utilizan los llamados aditivos alimentarios. Para regular la utilizacién
de estos aditivos, la FAO y la OMS, mediante la implantacion del Codex Alimentarius, ademas de
la Unidon Europea, establecen las condiciones bajo las que los aditivos pueden ser utilizados en
las industrias alimentarias (Martins et al., 2019).

La EFSA (European Food Safety Authority) define el término “aditivo alimentario” de la siguiente
forma: “sustancia afiadida deliberadamente a alimentos y bebidas por razones tecnoldgicas
beneficiosas (por ejemplo, para conservar, dar sabor, color o asegurar una textura
determinada).”

Los aditivos cumplen funciones diversas y por ello se pueden agrupar, segin su cometido, en
espesantes, gelificantes, estabilizadores, colorantes, edulcorantes, aromas y saborizantes,
antioxidantes y conservadores, entre otros.

Los colorantes alimentarios son un tipo de aditivos que proporcionan color a los alimentos,
tanto para hacerlos mas atractivos para el consumidor, como para devolverle el color perdido
durante el procesado, lo que supone un papel muy importante en la presentacién del producto.
Se ha demostrado en muchas ocasiones que el color de los alimentos influye en la percepcidn
del sabor, asi como en la estimulacion del apetito (Strugnell, 1997; Spence et al., 2010), ya que
el cerebro utiliza esta propiedad para hacer predicciones sobre el sabor basandose en el
aspecto visual del producto. Segun Spence (2015), el color del alimento puede ser considerado
como la sefial sensorial intrinseca mas importante a la hora de elegir un producto.

Los colorantes pueden obtenerse bien por sintesis quimica (colorantes artificiales) o mediante
procesos de extraccion de matrices naturales que los contienen (colorantes naturales). En este
ultimo caso, se suele recurrir a procesos de extraccién sélido-liquido.

La lixiviacion o extraccidn sdlido-liquido (S-L) es una operacién basica o unitaria, mediante la
cual se extraen uno o varios constituyentes de un sdlido, a través de la utilizacion de un
disolvente liquido, que puede ser de cardcter organico o inorganico. Si el soluto se encuentra
disperso en el sélido de forma uniforme, se disolvera en primer lugar el material mas cercano a
la superficie. Posteriormente, el disolvente se introduce a través de los poros de la matriz sélida
por difusién, para alcanzar el material soluble, siendo cada vez mas dificil acceder al soluto
situado en las capas mas internas y ralentizandose de esta forma la velocidad de extraccion.

Generalmente, el proceso se lleva a cabo en tres etapas: en primer lugar, el soluto que se
encuentra en la parte mas externa del sdlido se pone en contacto directo con el disolvente, el
cual va penetrando al interior a través de los poros conforme transcurre la extraccion; en
segundo lugar, se lleva a cabo la difusién del soluto disuelto contenido en los poros hasta la
superficie de la particula sélida y finalmente, la transferencia del soluto desde la superficie de
la particula sélida hacia la masa principal de disolvente.



El principal objetivo de la extraccion es obtener el compuesto en cuestién con el maximo
rendimiento posible, sin dafar las propiedades que le dan valor y minimizando la extraccion de
otros componentes (selectividad de la extraccién). La extraccidon sdlido-liquido también se
puede emplear para eliminar de una matriz sélida un compuesto soluble que lo estd
contaminando. El método utilizado para realizar una extraccién sdlido-liquido estara
determinado por la proporciéon de componente soluble presente, su distribucion en el sélido, su
naturaleza y el tamafio de particula.

Se ha investigado la extraccion de una gran variedad de componentes de los alimentos: aromas,
antioxidantes, aceites esenciales, polisacaridos, pigmentos u otros compuestos organicos y
minerales (Mestdagh et al., 2014; Ferrentino, 2018; Giacometti et al., 2018; Luo et al., 2018).
Las principales fuentes de estos componentes son tejidos de animales, microalgas, levaduras, y
plantas.

Las técnicas de extraccion convencionales como la extraccion Soxhlet, la maceracién o la
destilacion Clevenger requieren una gran inversion de capital, un elevado consumo de energia
(mecénica y/o térmica) o una excesiva liberacion de CO; a la atmédsfera.

Con el fin de intensificar la extracciéon y aumentar el rendimiento, se han estudiado nuevos
métodos y tecnologias que se pueden utilizar de manera complementaria a las técnicas
convencionales, como, por ejemplo: pulsos eléctricos de alto voltaje, ondas microondas,
ultrasonidos de potencia, pulsos de luz, calentamiento éhmico, irradiacion, calentamiento por
radiofrecuencia y altas presiones (Vorobiev & Lebovka, 2010).

Estas nuevas tecnologias reducen la utilizacidon de disolventes téxicos y, ademas de acelerar las
cinéticas del proceso, aumentan el rendimiento de la extraccién y la calidad del extracto. Se
denominan, ademas, técnicas de extraccidn en frio puesto que el incremento de la temperatura
es relativamente bajo y, por lo tanto, se minimiza el efecto sobre la calidad del componente
extractado.

Actualmente se sigue estudiando la sustitucion de los disolventes organicos convencionales por
otros mas respetuosos con el medio ambiente y mds econdmicos, como por ejemplo los
Disolventes Eutécticos Profundos (DES) (Ruesgas-Ramon et al., 2017).

1.1. COLORANTES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Los colorantes en la industria alimentaria se pueden clasificar en tres grupos: colorantes
naturales, que son aquellos sintetizados de forma natural; los que imitan a los colorantes
naturales pero que son sintetizados quimicamente en la industria, y por ultimo, los sintéticos o
artificiales (Msagati, 2013).

El color es el factor principal a la hora de fijar nuestras expectativas en cuanto al sabor y el olor
de un alimento o una bebida y en la mayoria de ocasiones puede suponer la aceptacién o
rechazo del producto. Es por esto por lo que las empresas se esfuerzan por encontrar los
colores mas apropiados para sus productos, a pesar de que el empleo de colorantes responde
mds a exigencias de cardcter estético, para satisfacer a los consumidores, que a las propias
necesidades del fabricante.

El uso de colorantes en la alimentacion se empezd a generalizar a partir de 1900, pero en la
actualidad es uno de los factores mas importantes en la creacidon de nuevos productos.

Uno de los ejemplos mas significativos es el acido carminico (E-120), un colorante que se extrae
de la cochinilla y otros insectos. Se lleva utilizando desde la Edad Media en cosméticos y



textiles, pero también en la industria alimentaria como conservas vegetales, mermeladas,
productos cdrnicos, lacteos, etc. Su empleo estda decayendo, siendo sustituido por otros
colorantes ya que su obtencion es costosa econdmicamente.

Algunas veces este tipo de aditivos se emplean para resaltar el color natural de los alimentos y
para devolver el color perdido durante el procesado y la conservacion, como es el caso de
algunas verduras en conserva, que pierden su color original tras los tratamientos térmicos de
conservacion.

Muchos de los alimentos que consumimos, especialmente las frutas y verduras, tienen un color
cuyo tono proviene de los pigmentos que los constituyen: los verdes, denominados clorofilas y
gue se forman mediante la fotosintesis; los amarillo-rojo-anaranjados o carotenoides; los
violeta-azulados o antocianinas y las betaninas, con un tono rojo-violeta.

Los colorantes sintéticos tienen, normalmente, mejores propiedades funcionales y tecnolégicas
que los naturales, pero la tendencia hacia el consumo de colorantes naturales ha aumentado.
En este sentido, se puede comprobar cédmo, en estos ultimos afios, los productos con etiquetas
“sin E”, han ganado terreno debido a una mayor preocupaciéon por la seguridad de los
alimentos, ya que algunos aditivos pueden provocar reacciones de intolerancia o
hipersensibilidad a las personas que los ingieren.

Segun Carmona (2013), algunos de los factores que influyen en la decision de utilizar un
colorante natural respecto al sintético son: un mayor costo que el de su equivalente sintético;
la estabilidad del color y su dependencia de factores como el pH, la temperatura, la exposicién
a la luz y reacciones de oxidacién con otros ingredientes; la uniformidad del color durante el
procesado y almacenaje del alimento; la durabilidad del color y la alteracién del sabor durante
la conservacion; la inocuidad y las propiedades beneficiosas que ofrecen algunos de los
pigmentos naturales.

En cuanto a la legislacién vigente, todos los aditivos (incluidos los colorantes) deben contar con
una autorizacion y cumplir con el Reglamento CE 1331/2008 para ser utilizados. Se les identifica
con la letra E seguida de un numero, que en el caso de los colorantes se corresponde a los
numeros entre el 100 y el 180. Son regulados en funcién del tipo de alimentos al que pueden
ser afiadidos, en qué condiciones y las restricciones de venta de cada uno.

Actualmente, los colorantes son el grupo de aditivos en el que se encuentran las diferencias
mds notables en cuanto a legislacidén entre distintos paises. En algunos lugares, como ocurre en
los paises nérdicos, practicamente no pueden utilizarse, mientras que en Reino Unido se
utilizan algunos que no estan autorizados en apenas ningln otro pais de la Unién Europea
(Sanchez Juan, 2013).

1.1.1. Colorantes artificiales

Tecnoldgicamente, los colorantes sintéticos han resultado tener excelentes propiedades en
cuanto a solubilidad, con la posibilidad de obtener una amplia gama de colores, siendo
relativamente resistentes a los propios tratamientos de procesado, ademds de ser
significativamente mas baratos que los naturales. La solubilidad al agua de este tipo de
colorantes se debe a la presencia de acido sulfénico y son utilizados en forma de sales sddicas,
en liquidos y materiales pastosos. También pueden utilizarse en forma insoluble, como lacas,
cuando se afiaden a productos sélidos, para evitar que destifian (Sanchez Juan, 2013).

Gracias a una creciente y continua busqueda, se han creado numerosos colorantes alimentarios
sintéticos para mejorar la calidad organoléptica de algunos productos. Sin embargo, con el paso



del tiempo, muchos de ellos han sido prohibidos y retirados del mercado debido a las claras
evidencias de sus efectos secundarios, sefiales de toxicidad a corto y largo plazo, incluyendo
posibles efectos carcinogénicos (Carocho et al., 2014; Amchova et al., 2015).

Basados en la Ingesta Diaria Recomendada (IDR), los colorantes con tonalidades azules,
amarillas, verdes y blancas, en este orden, son los de menor riesgo (Martins et al., 2016). La
Tabla 1 muestra algunos ejemplos de colorantes alimentarios sintéticos y los productos en los
gue se utilizan.

Los colorantes rojo-naranjas tienen establecidos unos niveles de IDR mas bajos, como por
ejemplo la Eritrosina (E-127) y el Amaranto (E-123), lo que significa que puede existir cierta
toxicidad y efectos secundarios si se ingieren en cantidades elevadas. Algunos de ellos como la
Tartracina (E-102), Amarillo de Quinoleina (E-104), Amarillo Ocaso FCF (E-110), Azorrubina o
Carmoisina (E-122), Rojo Cochinilla A (E-124) o el Rojo Allura AC (E-129) pueden ocasionar
Trastorno de Hiperactividad con Déficit de Atencién (ADHD) en nifios.

Tabla 1 Ejemplos de colorantes sintéticos.

Tartracina E-102 | Refrescos, dulces, helados, especias
Amarillo anaranjado S E-110 | Mermeladas, pasteleria, sopas instantaneas
Azorrubina o Carmoisina E-122 | Caramelos, helados, platos preparados
Amaranto E-123 | Caramelos, pasteleria, licores

Rojo allura AC E-129 | Golosinas, helados, postres

Marrén HT E-155 | Pescado ahumado, sopa, galletas, salsas
Eritrosina E-127 | Mermeladas, postres, paté de atin/salmén

A pesar de que durante estos ultimos afios se han ido sustituyendo progresivamente los
colorantes sintéticos por sus sustitutos naturales, muchos de estos no han sido estudiados en
profundidad y por lo tanto se desconocen sus funciones y beneficios reales. Es por esto por lo
que la industria de colorantes alimentarios se considera un campo prometedor en el avance y el
desarrollo de alimentos con mejores caracteristicas funcionales.

1.1.2. Colorantes naturales

La calidad y la diversidad de colorantes provenientes de fuentes naturales ha mejorado de
manera visible y su elaboracidn se ha centrado en la mejora de las propiedades sensoriales y de
color durante la vida atil del producto. En muchos casos estas mejoras, ademads de aumentar la
inocuidad del colorante, también otorgan al producto funciones especificas como es el caso de
los carotenoides y las antocianinas, que son compuestos conocidos por su actividad
antioxidante y por su efecto protector en la prevencién de ciertas enfermedades crénico-
degenerativas y distintos tipos de cancer (Carmona, 2013).

Por lo general, los colorantes naturales son menos estables, mas caros, se requiere mayor
cantidad para alcanzar el color equivalente a uno sintético y en la mayoria de ocasiones tiene
un rango bastante limitado de tonalidades (Rodriguez-Amaya, 2016). No obstante, el empleo de
colorantes naturales en la industria alimentaria se ha vuelto una tendencia, debido a la
preocupacion de los consumidores sobre la posible toxicidad de muchos colorantes sintéticos,
reforzada por la posible existencia de beneficios para la salud que presentan los pigmentos
naturales, demostrando ser tan efectivos como los sintetizados quimicamente (Brauch et al.,
2016; Almeida et al., 2018; Chen et al, 2019).



La Tabla 2 muestra algunos ejemplos de colorantes alimentarios naturales y los productos en
los que suelen ser afiadidos.

Tabla 2 Ejemplo de colorantes naturales.

Curcumina E-100 | Queso, productos de pasteleria, licores
Cochinilla o acido carminico E-120 | Batidos, yogures, golosinas, hamburguesas
Carbon vegetal E-153 | Caramelos, chocolate, galletas

Clorofilas y clorofilinas E-140 | Helados, yogures, conservas vegetales
Antocianinas E-163 | Yogures, dulces, refrescos

Betanina E-162 | Refrescos, caramelos, mermeladas, lacteos
Carotenoides E-160 | Salsas, productos de pescado, postres

Las betalainas son pigmentos nitrogenados solubles en agua, sintetizados por el aminoacido
tirosina en dos grupos estructurales: por un lado, las betacianinas (betanina e isobetanina), que
son rojo-violeta y constituyen aproximadamente el 75-95% del total, y por otro lado las
betaxantinas, que son amarillo-naranja (Neelwarne, 2012).

La betacianina mas importante en la remolacha roja es la
betanina y estd formada por una betanidina
5-0-B-glucésido (Figura 1) que contiene un grupo fendlico y
una amina ciclica, siendo ambos buenos donadores de
electrones y, por lo tanto, actuando como antioxidantes
(Kanner et al., 2001). Ademas, el Unico aditivo que contiene
betanina aceptado por la Unién Europea (UE) y por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos (FDA), es la remolacha roja deshidratada en polvo.
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El contenido en betanina de la remolacha roja varia en H

funcién de la variedad seleccionada, las condiciones de Figura 1 Estructura quimica de la
crecimiento y maduracién, el tiempo de cosecha, asi como betanidina 5-0-R-D-glucésido (betanina.
el tiempo y las condiciones de almacenamiento. Segun
Delgado-Vargas et al. (2000), el contenido medio de
pigmento en la remolacha fresca es de aproximadamente
130 mg/100 g de peso fresco, pero en nuevas variedades de
remolacha roja se ha llegado a conseguir entre 450 y 500 mg/100 g de peso fresco.

Fuente: (Gliszczynska-Swiglo et al,
2006).

La utilizacion de betalainas como colorante alimentario se ha visto reducida considerablemente
debido a su escasa estabilidad. Por un lado, esta disminuye con la accién de enzimas
degradativas (peroxidasas, polifenoloxidasas, glucosidasas), un nivel bajo de glicosilacién y
acilacién, alta ay, cationes metalicos, pH < 3 o pH > 7, altas temperaturas, exposicién a la luz, al
O, y al H,0;, (Herbach et al., 2004). Por otro lado, Mikova & Kyzlink (1985) observaron una
reduccién en la degradacidn del pigmento producida por la enzima glucosa oxidasa, que elimina
el oxigeno disuelto en el medio. Asimismo, las betalainas podrian aumentar su estabilidad por
la accién de antioxidantes como el acido ascoérbico, el acido isoascorbico o el acido citrico
(Khan, 2016).

Ademas de las propiedades cromaticas que ofrecen, las betalainas son conocidas por proteger
al organismo contra enfermedades cardiovasculares, cancer o aquellas relacionadas con la
ansiedad. Es posible reducir el nimero de este tipo de enfermedades cuando la betanina forma



parte de una dieta diaria, debido a su poder inhibidor de la peroxidacidn lipidica (Kanner et al.,
2001) y a la participacion activa de las betalainas en la busqueda de radicales libres
(Esatbeyoglu et al., 2014). Se ha demostrado que las betalainas son capaces de activar un factor
de transcripcion (Nrf2) el cual induce mecanismos de defensa celulares enddgenos.

Mediante la administracién a ratones por via oral de extractos de B. vulgaris, se obtuvo una
reduccion del 45% en el nimero de tumores esofagicos, limitando la proliferacién celular, la
angiogénesis y la inflamaciéon (Lechner et al., 2010). Zhang et al. (2012) realizaron un estudio
similar en dos modelos de tumor de pulmén (Vinyl carbamate (A) y Benzo(a)pyrene (B))
inducidos por via oral en ratones, demostrandose una reduccién de un 20-39% en el primer
modelo (A) y de un 46-65% en el segundo (B).

Algunos de los alimentos en los que se utiliza la betanina (E-162) como colorante son: snacks,
refrescos, caramelos, conservas, mermeladas, gelatinas, lacteos, yogures, queso fresco, algoddn
de azucar y productos de pasteleria. Ademads, es empleado en la coloraciéon de carnes y
embutidos.

A pesar de que no han sido ampliamente estudiadas hasta ahora, existen alternativas naturales
de betalainas como el cardo suizo (B. vulgaris L. ssp. cicla), la pitaya roja (Hylocereus spp.), el
amaranto (Amarathus sp.), el higo chumbo (Opuntia ficus-indica) y algunas frutas tropicales,
pero los extractos de remolacha roja han sido hasta ahora el Unico colorante a base de
betalainas explotado comercialmente.

Industrialmente, este colorante se obtiene de las raices cortadas mediante presion o
centrifugacion, o mediante extraccion acuosa de remolachas trituradas. Este proceso
normalmente proporciona entre un 45-70% de betanina, pero para conseguir una extraccion
completa, se suele afiadir una solucién de etanol o metanol al 20-50% v/v (Piatelli & Minale,
1981). La extraccion de betalainas con agua, a pesar de que es simple, eficiente y rentable
econdmicamente, presenta una dificil separacién de las betalainas y los componentes proteicos
solubles en agua.

En Europa se comercializa principalmente como zumo concentrado a vacio a partir del jugo de
remolacha hasta alcanzar un 60-65% de sélidos totales, o en forma de polvo (producido por
liofilizacidn o secado en spray), conteniendo un 0,3-1% de pigmento.

En cualquier caso, se continla estudiando el comportamiento a nivel industrial de la adicion de
betalainas a los nuevos productos, lo que supone una linea prometedora en el ambito de
investigacion de la tecnologia de alimentos.

1.2. PULSOS ELECTRICOS (PEF). APLICACION EN LOS PROCESOS DE
EXTRACCION

El tratamiento por pulsos eléctricos de alto voltaje
consiste en la aplicacidon de una diferencia de potencial
elevada (kV) entre dos electrodos donde se coloca el
producto. La diferencia de potencial genera un campo
eléctrico cuya intensidad depende del voltaje aplicado =

y la separacion entre los electrodos. El tratamiento se .
aplica intermitentemente en forma de pulsos de corta
duracién (ms-ps). En la Figura 2 aparece un esquema
de la celda de tratamiento de un equipo de pulsos
eléctricos con el producto a tratar en su interior.

+

4
= Producto a
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Electrodos

Figura 2 Esquema de la celda de
tratamiento del equipo de PEF.



1.2.1. Fendmeno de electroporaciéon

La electroporacion o electropermeabilizacion es un fendmeno que genera poros en las
membranas celulares tras la aplicacion de campos eléctricos. La formacidon de estos poros en la
membrana de las células vegetales facilita la extraccion de distintos componentes de interés en
la industria alimentaria (aceites, azucar, colorantes, etc.), y su formacién depende de la energia
eléctrica aplicada, ademas de la diferencia de potencial en la membrana celular. Si esta
diferencia de potencial sobrepasa un valor determinado (normalmente 0,5 - 1,5 V), da lugar a
una pérdida de membrana semipermeable que puede ser tanto reversible como irreversible.

La diferencia de potencial (o potencial transmembrana) a lo largo de la membrana de la célula
dependerd del tamafio y la forma de esta, asi como la concentracién en la que se encuentren en
el tejido vegetal (Barba et al., 2015). En general, la fuerza eléctrica de campo necesaria para la
electroporacion de tejidos formados por células grandes (~ 30-60 um) es del orden de 500 V/cm
(Lebovka et al., 2000) y para células pequefias (= 1-10 um) se necesita una fuerza superior a 3
kV/cm (Raso & Heinz, 2006).

La base estructural inicial de la electroporacion viene determinada por la presencia de
pequefios poros hidrofdbicos fluctuantes en la matriz lipidica (Chernomordik, 1992). Se piensa
gue estos poros, al encontrarse con estrés eléctrico externo, se transforman en hidrofilicos,
debido a una reorientacion, en aquellos casos en los que el radio del poro sobrepasa los valores
donde la energia en ambas orientaciones coincide. Siempre que este radio sea pequefio, la
formacion de poros hidrofdbicos sera favorable, pero en el rango de 0,5 nm la energia de los
poros hidrofilicos e hidrofdbicos se equilibra y puede dar lugar a la inversidn del poro (Glaser et
al., 1988).

A B C D Si se utiliza una intensidad de campo lo
[ " ] —— _— [ ] ici i id =
me- - e s ——3 suficientemente baja, la electroporacion sera
- e s P s fm reversible (caso C de la Figura 3) puesto que el
e e e sellado de los poros y consiguiente reparacién de
[ —— e las membranas tras la aplicacion del pulso es
_— [ ] » ;. . . . .
_—t ] —_— rapido. En cambio, a intensidades mas elevadas,
—— —— 1} ,
—_—— —— SQ algunas de las células tratadas no son capaces de
—_—— —— sellarse de nuevo como en el caso D de la Figura 3.

' Esto evidencia la incapacidad de reparacion de la

=== == == === membrana.
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Figura 3 Esquema de la membrana celular sin

poros (A), con un poro hidrofébico (B), con un En |a industria biotecnoldgica y médica se precisa

poro hidrofilico reversible (C) y con un poro h5 electroporacién reversible, ya que se suele

hidrofilico irreversible (D). | . duci lécul d de |

Fuente: (Kotnik et al., 2012). emplear para introducir moléculas dentro de las

células, que deben quedar intactas tras el

tratamiento. Por el contrario, en la industria alimentaria, normalmente se requiere la
electroporacion irreversible.

La eficacia del tratamiento con PEF en la permeabilizacién irreversible de las membranas
celulares depende de los diferentes parametros del proceso (intensidad de campo eléctrico,
tiempo de tratamiento, energia especifica, forma y amplitud del pulso, frecuencia, temperatura
de tratamiento,..) y de las caracteristicas del alimento, incluyendo sus propiedades
fisicoquimicas (pH, conductividad eléctrica) y las propiedades de la célula (tamafio, forma,
membrana y estructura del nucleo) segin Miklavci¢ (2017). Cuanto mayor es la conductividad
del medio de tratamiento, menor es la resistencia eléctrica en la celda y menor es la energia



requerida. En cualquier caso, los pardmetros mas importantes para determinar la eficacia del
tratamiento con PEF son la intensidad de campo y el tiempo total de tratamiento.

Existe muy poca informacién disponible sobre la cinética de permeabilizacion de la membrana y
los cambios estructurales reversibles e irreversibles que se dan en las células de los alimentos
durante y después de la aplicacién de PEF (Martin-Belloso et al., 2009).

Ben Ammar (2011) estudid el tiempo de tratamiento y la intensidad de campo eléctrico en
diferentes tejidos vegetales y obtuvo diferencias significativas en la eficacia de la
electroporaciéon en funcion de la matriz. Estas diferencias pueden basarse en el tamafio de las
células, siendo las mas grandes danadas antes que las pequefias.

1.2.2. Aplicaciones de la electroporacidon

Inactivacion microbiana/conservacion de alimentos

En la actualidad es de gran importancia la bisqueda de nuevas tecnologias de inactivacidn
microbiana y conservacion de alimentos, pues cada vez el consumidor es mas exigente y
demanda productos mas nutritivos, de mayor calidad organoléptica y con sabores y aromas lo
mds parecidos posibles al producto sin procesar. También se pretende que estas técnicas sean
respetuosas con el medio ambiente. Los pulsos eléctricos de alto voltaje permiten reducir la
temperatura necesaria para la destruccion o inactivacién microbiana, manteniendo la calidad
organoléptica del producto, sin disminuir los niveles de seguridad microbioldgica.

Vorobiev & Lebovka (2010) establecieron que, para la destruccion de microorganismos se
necesitan entre 15-80 kV/cm con pulsos de entre 1 y 5 ps. En cambio, para la electroporacion
de células vegetales y extraccion en frio de matrices vegetales es mejor utilizar entre 0,1y 5
kV/cm, con pulsos eléctricos entre 10 y 1000 ps. Esta diferencia de intensidades se debe al
tamafio de las células, puesto que las mds grandes requieren menor intensidad de campo que
las mas pequefias.

Por otro lado, cabe destacar la estabilidad de los compuestos de interés en los alimentos
tratados con PEF. Por ejemplo, en un estudio realizado por Morales-De la Pefia et al. (2010), fue
posible retener un 87-90% de vitamina C en una bebida de frutas con leche de soja, después de
la aplicacion del tratamiento con PEF (35 kV/cm, anchura de pulso de 4 us, a 200 Hz, en tiempos
de tratamiento entre 800 — 1400 pus). Estas condiciones de PEF se compararon con un
tratamiento térmico (902C durante 60 s) y el contenido en vitamina C de las muestras tratadas
con PEF result6 ser significativamente mayor que las tratadas térmicamente.

Pretratamiento de matrices previo a la extraccion de compuestos

La aplicacion de PEF a los procesos de extraccion se ha centrado principalmente en la
intensificacion de la operacidon para la obtencion de componentes bioactivos con efectos
beneficiosos para la salud de matrices vegetales. Tradicionalmente, estos compuestos se han
obtenido mediante equipos de prensado, en los que el jugo extraido es bastante turbio e
impuro, de tal forma que resulta necesaria su posterior clarificacién.

Algunos de estos componentes son: los flavonoides, que se encuentran en las frutas; el vino; el
té verde o la soja (Agcam et al., 2014; Setford et al., 2017); las isoflavonas, que se encuentran
en la soja y otras legumbres (Guderjan et al., 2005) y los carotenoides, que se encuentran en el
tomate y en la zanahoria (Pataré et al., 2018).

La cantidad de compuestos liberados al medio liquido depende del grado de desintegracién que
alcance la célula, lo que influye en la eficacia del proceso de extraccidon. Por ello, para una



extracciéon mas completa, se suele complementar con fragmentacién mecanica, calor, prensado
o la utilizaciéon de mezclas de varios disolventes en el medio extractor (L6pez et al., 2009).

Entre otros campos, se ha estudiado la utilizacidon de los pulsos eléctricos (PEF) para mejorar la
extraccién fendlica en la elaboracién del vino tinto (Raso et al.,, 2010); para aumentar el
rendimiento en la produccién de zumos de frutas (Jemai, 2006) o para acelerar la transferencia
de agua en las operaciones de secado (Toepfl & Knorr, 2006).

Algunas de las ventajas que ofrece el tratamiento con pulsos eléctricos estan relacionadas con
una buena efectividad en el prensado, una alta pureza de jugo y una reduccion del consumo de
energia. Luengo et al. (2013) estudiaron la influencia del tratamiento PEF en la extraccidn de
polifenoles y flavonoides tras el prensado de la piel de la naranja. Tras 30 minutos de prensado
con una presion de 5 bares, el rendimiento de la extraccion aumenté un 20, 129, 153 y 159% en
aquellas muestras pretratadas a 1, 3, 5y 7 kV/cm (20 pulsos de 3 us), respectivamente.

Un estudio realizado en remolacha roja (Donsi et al., 2010), en el que se aplicaron 270 pulsos de
10 us de duracidén a 1 kV/cm (energia especifica de 7 ki/kg), mostré una extraccion del 90% del
total de betanina tras 60 minutos de extraccidon; con la muestra sin tratar, se extrajo menos del
5%. En el mismo trabajo, se estudid la aplicaciéon de un campo eléctrico de mayor intensidad (7
kV/cm) y una duracién mas corta de los pulsos (2 us), resultando de la misma forma en una
extraccién del 90% del total de la betanina después de 300 minutos. En este segundo caso, la
energia especifica utilizada fue menor (2,5 kl/kg), puesto que, si se utiliza una fuerza de campo
elevada, se puede conseguir un alto grado de permeabilizaciéon de la membrana, incluso si el
numero de pulsos aplicados es menor.

El tratamiento con pulsos eléctricos de alto voltaje conlleva cambios significativos en las
propiedades eléctricas del tejido vegetal, asi como la liberacion de sustancias idnicas vy
pigmentos rojos o betanina, en el caso de la remolacha.

Por otro lado, este tratamiento consigue que la temperatura del producto tratado apenas
aumente y por lo tanto, las propiedades sensoriales y nutricionales no se ven practicamente
alteradas.

En la Figura 4 se muestra lo que ocurre tras una extraccién acuosa: el tejido de remolacha que
no ha sido pretratado con PEF (a) contiene algunas células que han permanecido intactas tras la
extraccién, mientras que el tejido que ha sido pretratado con PEF (b) muestra unas células con
colores pdlidos, lo que significa que la extraccion de la betanina ha sido practicamente
completa.

Figura 4 Vista microscépica del tejido de la remolacha después de una extraccién en agua: sin pretratamiento
(a) y con pretratamiento de PEF (b).
Fuente: (Loginova et al., 2011).



1.3. Textura de la remolacha roja

La calidad de la mayoria de productos hortofruticolas depende de varios factores como la
variedad, las condiciones del clima, la etapa de madurez, asi como de las condiciones de
almacenamiento (temperatura, humedad relativa y ventilacién). Un almacenamiento
inadecuado o demasiado prolongado puede originar el deterioro estructural del producto,
generando un reblandecimiento, que puede no ser deseado por el consumidor.

El equipo mas utilizado en la industria alimentaria para determinar los pardmetros requeridos
en la textura de un alimento es el texturémetro.
La fuerza maxima de corte hace referencia a la fuerza maxima requerida para comprimir un
alimento y su valor es proporcionado por la gréfica del andlisis de perfil de textura, siendo éste
el punto mas alto alcanzado en la curva fuerza-deformacién. El area de compresion representa
el trabajo necesario para comprimir la muestra.

El corte y/o prensado de alimentos supone una importante inversién de tiempo y de capital, y
por ello se han investigado diferentes técnicas para facilitar este proceso, como la aplicacién de
pretratamientos térmicos, electrotérmicos, quimicos y enzimaticos (Beveridge & Harrison,
1986; Wang & Sastry, 2002; Vorobiev & Lebovka, 2006; Almohammed et al., 2015). Sin
embargo, estos pretratamientos suelen suponer un incremento incontrolado de temperatura vy,
por consiguiente, una disminucién considerable de la calidad del producto final. Asi pues, una
alternativa interesante es el uso de PEF.

En funcién de las condiciones de PEF aplicadas, el comportamiento de un alimento frente al
tratamiento es diferente, generando variaciones en las fuerzas de corte necesarias. En un
estudio realizado por Wiktor et al. (2018) sobre las propiedades mecanicas de la zanahoria
tratada con PEF y ultrasonidos de potencia (USP), se alcanzé una reduccion del 40% en la fuerza
de corte (con un esfuerzo del 30%) respecto a la muestra sin tratamiento con pulsos eléctricos y
una reduccion del 27% en las tratadas con USP. El material sometido a un tratamiento PEF mas
fuerte hace que sea mas susceptible a la compresién, debido a la ruptura de su estructura
interna. Este comportamiento estd relacionado, a su vez, con un aumento en la extraccién del
liquido intracelular tras el tratamiento de PEF, tal y como establecen Bobinaité et al. (2015) en
su estudio sobre la extracciéon de compuestos bioactivos del arandano y sucedaneos.

Ademas de la relevancia industrial que puede tener la reduccién de la fuerza de corte con el
tratamiento de pulsos eléctricos, Leong et al. (2014) también hacen referencia a la importancia
gue puede tener la precision en el corte del tejido, concretamente en la zanahoria.

En el caso del presente trabajo, cuyo objetivo principal es obtener la maxima extracciéon de
colorante, el reblandecimiento de los tejidos que conlleva un tratamiento de PEF es positivo,
puesto que, a nivel industrial, seria necesario un triturado de la remolacha. Si se consigue un
mayor reblandecimiento del tejido, su trituracién es mas sencilla y el consumo energético,
menor.

1.4. ULTRASONIDOS DE POTENCIA. APLICACION EN PROCESOS DE EXTRACCION
EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Los ultrasonidos de potencia presentan un gran potencial en los procesos de extraccidon en la
industria alimentaria. Las principales variables a considerar en los tratamientos mediante USP
son la frecuencia, la intensidad acustica, el tiempo y la temperatura de extraccion, la
interaccién muestra-solvente (tamafio/forma de particula y disolvente utilizado) y las
caracteristicas del reactor. Ademas de ser una herramienta Util para la extracciéon de
componentes naturales de los alimentos, lo que representa el objetivo del presente trabajo, los
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USP también se han utilizado para mejorar las operaciones de cortado, para la inactivaciéon de
microorganismos y enzimas o para procesos de congelacion, entre otros (Yildiz et al. 2016; ; Xu
et al., 2017; Inguglia et al, 2018).

Uno de los ejemplos de aplicacion de ultrasonidos que ha tenido mayor transcendencia en la
industria alimentaria es la deshidratacion de alimentos. Este sistema de conservacién de
alimentos se puede llevar a cabo mediante aire caliente o liofilizacién. El primer método
conlleva el deterioro del alimento y el segundo, a pesar de que mantiene la calidad del
alimento, tiene un coste muy elevado. En cambio, aplicando energia ultrasénica es posible
aumentar la tasa de evaporaciéon mediante variaciones de presién y disminuir la capa limite de
difusion, lo que da lugar a una intensificacién del proceso de secado, con la consiguiente
reducciéon de tiempos, tal y como argumentan Garcia-Pérez et al. (2007) en su estudio sobre la
intensificacion de la transferencia de masas mediante USP en el secado de alimentos.

Por otra parte, los USP también pueden mejorar las operaciones de extraccidn
solido-liquido, reduciendo el consumo de disolvente, simplificando la manipulacidn,
proporcionando alta pureza al producto final, reduciendo el agua residuo tras el tratamiento y
consumiendo solamente una fraccidén de la energia que normalmente se utiliza en un método
de extracciéon convencional, como la extraccién Soxhlet, la maceraciéon o la destilacidon
Clevenger (Chemat et al., 2017).

Algunos estudios han demostrado que la intensificacion de las operaciones de extraccidon con
USP aumenta el rendimiento respecto a la extraccion convencional, puesto que se obtiene una
mayor cantidad de compuestos bioactivos, en menor tiempo. Segun Esclapez et al. (2011),
dependiendo de la potencia aplicada, se pueden conseguir diferentes efectos: con intensidades
bajas, la resistencia interna y externa a la transferencia de materia se ve afectada, pero la
estructura del producto no sufre practicamente ningln cambio; las intensidades intermedias
puede que afecten la estructura del producto, aumentando de esta forma los efectos en la
resistencia interna de transferencia de masa. Sin embargo, si se sigue aumentando la potencia,
puede dar lugar a la desintegracién celular.

En un estudio llevado a cabo por Sivakumar et al. (2009) se estudié el rendimiento de la
extraccién de betanina procedente de remolacha roja a 452C, utilizando como disolvente una
mezcla de 1:1 etanol-agua durante 3 h de extraccién. Se comparé la eficacia de la aplicacion de
USP a 80 W de potencia respecto al empleo de agitacion mecanica, obteniéndose una mejora
del 8% con USP.

De la misma manera Prakash et al. (2016) determinaron las condiciones dptimas de extraccion
de betanina de la remolacha roja. En este estudio se utilizaron entre 60 vy
120 W de potencia y temperaturas entre 40 y 60°C. El maximo rendimiento con estas
condiciones se alcanzé a 532C, 89 W de potencia de US, durante 35 minutos de extraccion.

El bafio de ultrasonidos es el sistema de USP mds
empleado para los tratamientos y consiste en un
tanque de acero con uno o varios transductores
en su base (Figura 5). Estos bafios normalmente
trabajan a una frecuencia de aproximadamente
30-40 kHz.

Tanque de acero
inoxidable

En el campo de los ultrasonidos, la cavitacidn
acustica se refiere normalmente a la formacion, el
crecimiento y la implosién de burbujas que

Transductores unidos a la base

Figura 5 llustracién de un bafio de ultrasonidos.
Fuente:(Chemat et al., 2017).
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ocurren durante la propagaciéon de una onda US en un medio liquido. Las moléculas que
constituyen el medio liquido se atraen unas a otras debido a las fuerzas de atraccion. La
propagacion de una onda de US a través de un medio eldstico induce una cadena de fases de
compresion y rarefaccidén, las cuales dan lugar a un desplazamiento longitudinal de esas
moléculas. Las moléculas de la fase liquida cambian de posicién durante la fase de compresiony
pueden colisionar con las moléculas que se encuentran a su alrededor. Durante las fases de
rarefaccion la presién es negativa haciendo que las moléculas se separen. Si la intensidad de
onda es lo suficientemente alta, durante la fase de rarefaccién puede que las fuerzas de
atraccion entre las moléculas sean excedidas, generando cavidades en el liquido, siendo estas
las llamadas burbujas de cavitacién (Chemat et al., 2017).

Mason et al. (2014) consideran que los ultrasonidos aumentan la eficacia de la extraccidn
solido-liquido debido a cuatro mecanismos interrelacionados: en primer lugar, se forman
microinyecciones que aumentan la permeabilidad del tejido vegetal por la implosién de las
burbujas de cavitacion y, por lo tanto, se reduce el tamafio de particula, aumentando de esta
manera la superficie sélida en contacto directo con el disolvente extractor. En segundo lugar, la
temperatura aumenta ligeramente por la energia que se libera en la implosidn, lo que provoca
un aumento de la solubilidad del soluto. En tercer lugar, se produce una mejora de la
penetracién del disolvente en la matriz del soluto, pues la presion aumenta considerablemente
en puntos localizados, fomentando la entrada del disolvente en el interior de la célula. Por
ultimo, también mejora la transferencia de materia debido a que se generan unas
microcorrientes que favorecen la continua renovacién de la capa limite que estd en contacto
con la matriz.

1.4.1. Factores que influyen en la velocidad de extraccion

Segun Coulson & Richardson (2003) existen cuatro factores importantes a considerar:

Tamaiio de particula

El tamafio de las particulas afecta a la velocidad de extraccion de diversas maneras. Cuanto mas
pequefio, mas rapida es la transferencia de materia, ya que la distancia que tiene que recorrer
el soluto por el interior del sdlido para llegar al exterior de la particula es menor. Sin embargo,
la superficie puede no ser utilizada de una forma totalmente eficaz si el material es demasiado
pequefio, ya que los poros se obstruyen mas facilmente, complicindose asi el proceso de
extraccion.

Tipo de disolvente

El disolvente elegido tiene que solubilizar al componente que se desea extraer, pero el resto de
componentes deben ser poco solubles en él. La eleccion del tipo de disolvente varia en funcion
de la solubilidad, la viscosidad y la tension superficial. Es recomendable que la viscosidad sea
baja para que pueda circular con facilidad tanto por la parte interna, a través de los poros de la
particula, como por el lecho del fluido.

Al inicio de la extraccién el disolvente es relativamente puro, pero a medida que la extraccion
va teniendo lugar, la concentracién de soluto aumenta y la velocidad de extraccion disminuye
progresivamente, debido, tanto a la disminucion del gradiente de concentraciéon, como al
aumento de la viscosidad de la disolucion.

Temperatura
Un aumento de la temperatura favorece la solubilidad y consecuentemente, aumenta los
coeficientes de transferencia de materia. Los limites de temperatura durante la extracciéon se
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fijaran atendiendo a criterios de calidad del producto, criterios econdmicos y de seguridad
respecto al disolvente.

Agitacion soluto - disolvente

La agitacion del fluido favorece la transferencia de materia desde la superficie de las particulas
hacia la masa de la disolucién, debido a un aumento de los coeficientes de transferencia de
materia en la interfase. Ademas, se evita la sedimentacion de pequefas particulas y esto hace
gue la superficie de contacto se aproveche de forma mas eficaz.

2. OBIJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivo general establecer el efecto de la combinacion de
pulsos eléctricos y ultrasonidos de potencia sobre la extraccién de betanina de la remolacha
roja.

Para la consecucion del objetivo general del trabajo se plantearon los siguientes objetivos
particulares: estudiar las cinéticas de extracciéon de betanina con y sin la aplicacién del
pretratamiento PEF y estudiar el efecto de las variables del proceso en la extraccién sélido-
liquido del pigmento, tanto en agitacion mecanica como mediante USP.

Como objetivos secundarios se pretende determinar el efecto del disolvente utilizado (agua o
etanol al 10, 30y 70%) y la temperatura de extraccion. Adicionalmente, se planteé el estudio de
los cambios texturales producidos en la remolacha roja, en funcion de las condiciones de
pretratamiento PEF aplicadas.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIA PRIMA

La remolacha roja (Beta vulgaris L.) fue adquirida en un comercio local en Valencia (Espafia) y
almacenada a 62C hasta su utilizacién.

3.2. PRETRATAMIENTO CON PULSOS ELECTRICOS (PEF)

En aquellos casos en los que se queria estudiar el efecto del pretratamiento, tras la eliminacion
del tallo y las hojas de la remolacha se introdujo la misma en la celda, dentro de la cdmara de
tratamiento y se afiadié agua como medio de tratamiento. Z
La celda de tratamiento consistia en wuna estructura
rectangular de plastico compuesta por dos electrodos de
8x9 cm colocados de forma paralela, con una distancia entre
ambos de 8 cm. La conductividad del agua, medida
mediante un conductimetro (COND7+ XS, LabProcess,
Barcelona, Espafia), fue de 0,13 mS/cm (23°C). El
tratamiento se realizd con un equipo de pulsos eléctricos
(EPULSUS-PM1-10; Energy Pulse Systems, Lda, Lisboa,
Portugal) y consisti6 en una secuencia de 20 pulsos
eléctricos, una fuerza de campo de 1,25 kV/cm, una
duracién de pulso de 25 ps y 10 Hz de frecuencia, siendo la
energia especifica empleada de 0,94 kl/kg. Tras ser tratada,
la remolacha se retiré lo mas rdpidamente posible de la
celda, con el fin de evitar pérdidas de betanina en el
interior. Posteriormente, se procedio a la preparacién de la ,
muestra tal y como se indica en el apartado 3.3. La Figura 6 Figura 6 Equipo y cémara empleados
muestra el equipo de pulsos eléctricos, junto con la cdmara para el tratamiento de pulsos eléctricos
de tratamiento. de alto voltaje.
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3.3. PREPARACION DE LA MUESTRA Y EXTRACCION DE BETANINA

Para aquellas muestras no tratadas con PEF, se elimind tanto el tallo como las hojas de la
remolacha. Para las experiencias de extraccidon, tanto de muestras tratadas como no tratadas
con PEF, se realizaron l[dminas con un cuchillo en direccién perpendicular al eje de la remolacha
y con ayuda de un sacabocados se extrajeron cilindros de 7,5 mm de didmetro y 8 mm de
altura. Se pesaron cilindros hasta conseguir aproximadamente 7,5 g de muestra, que se
introdujeron en un Erlenmeyer de 200 ml. A continuacién, se afiadieron 150 ml de disolvente
(agua destilada o etanol al 10, 30 o 70%) y se introdujeron en el bafio a una temperatura de
259C (25, 35 y 452C en el caso de que el disolvente fuese agua). En el caso del etanol, se utilizo
una temperatura constante de 252C, puesto que es un compuesto muy volatil. Las diferentes
concentraciones de etanol se prepararon mezclando etanol al 96% y agua destilada.

La extraccion se llevd a cabo durante 180 minutos, tomando muestras de 1,5 ml en tubos
Eppendorf de 2 ml a los 5, 10, 20, 40, 60, 90, 120 y 180 minutos. Una vez transcurrido este
tiempo, se detuvo el experimento.

Cada experimento se llevé a cabo como minimo por triplicado.

La utilizacion de métodos intensivos de agitacion mecanica supone la disrupcion de las células
mds externas del material vegetal, lo que da lugar a la liberacién de componentes de la célula
como celulosa o pectina, haciendo que se produzca un ligero enturbiamiento en la fase liquida.
Para evitar que esto supusiese un problema a la hora de tomar la medida de la absorbancia, por
la existencia de particulas en suspensidn, se centrifugaron todas las muestras a 6.000 rpm y
259C durante 5 minutos en una centrifuga (5415 R, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania).

3.3.1. Cuantificacion de betanina

La concentracidon de betanina en el medio de extraccion se determind segun Nilsson (1970).
Una muestra de 1,5 ml del liqguido extraido se centrifugd a 6.000 rpm durante
5 minutos a 252C. Transcurrido este tiempo, se procedié a la lectura de la absorbancia a
longitudes de onda de 537 y 600 nm, en cubetas de 2,5 cm. Se calculd la absorbancia de la
betanina con los valores obtenidos en el espectrofotdmetro mediante la Ecuacién 1.

Abetanina = 1,095 * (A537_ AGOO) (EcuaCién 1)

Posteriormente, se utilizé la ley de Lambert-Beer (Ecuacién 2) para calcular la concentracion de

betanina de la remolacha extraida. El coeficiente de extincién molar de la betanina en agua es
gy = 1120 (Henry, 1992).

A=¢g-|-C (Ecuacidn 2)

Siendo A la absorbancia; € el coeficiente de extincién molar; | el paso de luz (cm) y C la

concentracién molar del soluto (M).
Para calcular el rendimiento (Rto) de la extraccion, se utilizé la Ecuacién 3.

Rto (%)= 100 (Ecuacién 3)

Siendo Ct la concentracién de betanina extraida tras un tiempo t y CMb, la concentracidn
maxima de betanina extraible, calculada segun el apartado 3.3.2.
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3.3.2. Determinacion de la cantidad maxima de betanina extraible

Para determinar la cantidad maxima de betanina extraible (CMb) en cada experiencia, se
introdujeron 7,5 g de remolacha en un Erlenmeyer de 200 ml y se anadieron 300 ml de agua
destilada. Con ayuda de un Ultraturrax (Yellow line DI 25 basic, Staufen, Alemania) se triturd la
muestra de manera homogénea y se introdujo en un bafio con agitacién
(RZR 1, Heidolph, Schwabach, Alemania) a 452C durante 10 minutos. La trituracién de la
muestra sélida se llevd a cabo para que todo el material soluble estuviese expuesto al
disolvente y el coeficiente de transferencia de materia aumentase. Transcurridos los 10
minutos, se filtré con papel de filtro (150 mm Folded Filter PRAT DUMAS, Couze-St-Front,
Francia) y se introdujo 1,5 ml en un Eppendorf de 2 ml. Se centrifugd en una centrifuga (5415 R,
Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) a 6.000 rpm, 259C, durante 5 minutos y se procedi6 a la
lectura de la absorbancia a 537 y 600 nm mediante el espectrofotdmetro (Spectronic Helios UV-
Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.) para obtener la concentracién de betanina
extraida seguln lo descrito en el apartado 3.3.1.

3.3.3. Ultrasonidos (US)

Para la extraccidn asistida por US de este estudio, se utilizé un bafo de 36 x 20 x 20 cm con un
generador de ultrasonidos (ATU Ultrasonidos, G.A.T-1500, Manises, Espafia) como el que se
= -~ muestra en la Figura 7. Este equipo
tiene una onda de frecuencia
. programada de fabrica (40 kHz) vy
dispone de un sistema con barrido de
frecuencias. Este sistema facilita el
paso de las ondas ultrasénicas de
manera mas homogénea a través de
todo el fluido de forma perpendicular a
la base, lo que hace que aumente la
Figura 7 Equipo generador de ultrasonidos. eficacia durante la extraccidon. Los

— CONTROL DE
Tee— POTENCIA
S

aoias

Erlenmeyer se colocaron a una altura de 8 cm desde la
base del bafio tal y como se muestra en la Figura 8.

En este estudio se utilizaron tres niveles de potencia de
ultrasonidos, 50%, 90% y 100% de la capacidad
eléctrica maxima del equipo. Para medir la potencia
real del equipo de US se utilizé un medidor de energia
(WR210 DIGITAL POWER METER, Yokogawa, Japdn)
siendo ésta de 250 W (50%), 415 W (90%) y 623 W
(100%).

Tanque de acero
inoxidable

Transductores unidos a la base

Para mantener la temperatura controlada durante las  Figura 8 Montaje bafio USP.
extracciones, se utilizé un bafio de recirculacidon con

control digital de temperatura (240V, VWR INTERNATIONAL, Radnor, EE. UU.). El liquido
anticongelante utilizado en este bafio fue etilenglicol al 45%. La Figura 9 muestra un esquema
de las partes que componen el montaje para realizar la extraccién con USP y el control de
temperatura.
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Figura 9 Esquema del montaje experimental para realizar la extraccidon con USP.

3.4. TEXTURA DE LA REMOLACHA ROJA

En esta parte del trabajo se estudio el efecto de diferentes tratamientos mediante PEF sobre las
propiedades texturales de la remolacha. Para ello, los cambios en las propiedades texturales se
analizaron mediante un ensayo de corte. Las medidas de la fuerza de corte se realizaron en un
texturémetro (Texture Analyser TA-XT2i, Stable Micro Systems, Godalming, Reino Unido), a
temperatura ambiente (=252C), mediante una sonda de corte. Las condiciones de
pretratamiento PEF utilizadas fueron: 8, 10 y 32 pulsos; 25 us de anchura de pulso, 1,25 KV/cm
y 10 Hz de frecuencia, que corresponde a una energia especifica de 0,38 kJ/kg (8 pulsos),
0,94 kJ/kg (20 pulsos) y 1,5 kJ/kg (32 pulsos). Se utilizé una muestra control (sin tratar) para
observar las diferencias respecto a las muestras tratadas con PEF.

Se tomaron tres muestras cilindricas de tres partes
paralelas al eje de la remolacha con la ayuda de un
sacabocados de 7,5 mm de didmetro interior (Figura
10). La medida de la fuerza de corte se realizd en
tres puntos diferentes del cilindro tal y como se
muestra en la Figura 10.

Ademas, se emplearon dos velocidades de corte
diferentes, 1 y 5 mm/s, con el fin de ver las posibles
diferencias en los valores texturales obtenidos: la
fuerza maxima de corte (N) y el trabajo de Figura 10 Toma de muestras para realizar la

compresion (N-mm). medida de la fuerza de corte y el trabajo de
compresién.

3.5. PLANIFICACION EXPERIMENTAL

Durante el proceso inicial de disefio experimental, se estudid la posibilidad de, ademas de
considerar el agua y el etanol, afiadir un tercer disolvente para la extraccion, el tampdn
Mcllvaine ajustado a pH 3,5. Este disolvente esta formado parcialmente por fosfato disddico
anhidro, el cual resulta ser un producto bastante peligroso y contaminante. A nivel industrial, si
no se tiene precaucidon en su manipulacién, puede causar irritacidon, enrojecimiento y dolor en
la piel y en los ojos. De esta forma, al tratarse de la obtencién de un colorante alimentario y por
tanto, destinado a ser ingerido, se llegd a la conclusion de que no era el medio mas apropiado
para realizar la extraccién. Finalmente, se decidié emplear solamente etanol puesto que es un
disolvente que se utiliza ampliamente en la industria para realizar extracciones en matrices
vegetales.
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La Tabla 3 muestra la planificacion experimental para realizar la extraccion de betanina con
agua destilada como disolvente, donde se estudié el efecto del método de extraccidn (agitacion
mecanica o USP a la potencia maxima del equipo, 43 W/I), el empleo de PEF y la temperatura
(25, 35y 452C).

La Tabla 4 muestra la planificacién experimental para realizar la extraccién de la betanina con
etanol como disolvente. En este caso, ademas de estudiarse el efecto del método de extraccidn
(agitacion mecanica o USP) y la aplicacién de PEF, también se utilizaron diferentes proporciones
de etanol (EtOH 10, 30y 70%) y dos niveles de USP (50 y 90% de la potencia maxima del equipo,
21 y 39 W/I, respectivamente). En este Ultimo caso todas las extracciones se hicieron a una
temperatura de 259C debido a la alta volatilidad del etanol.

Tabla 4 Planificacién experimental Tabla 3 Planificacion experimental empleando etanol
empleando agua como disolvente. como disolvente; temperatura de extraccion 252C.
25¢C EtOH 10%
Agitacién 352C Agitacion EtOH 30%
45°C EtOH 70%
° Potencia 50%
2% EtOH 10% e
usP 35eC Potencia 90%
S 452C Potencia 50%
= usP EtOH 30% !
O J50C Potencia 90%
< ——
PEF + Agitacién | 352C 6 EtOH 70% Potenc!a 50%
450C > Potencia 90%
< 0
252C E EtOH 10%
PEF + Agitacion EtOH 30%
Er T Os g : EtOH 70‘;
45°C o
Potencia 50%
EtOH 10% -
Potencia 90%
Potencia 50%
PEF + USP EtOH 30% :
Potencia 90%
Potencia 50%
EtOH 70% .
Potencia 90%

3.6. MODELIZACION MATEMATICA Y ANALISIS ESTADISTICO

La modelizacién matematica y el andlisis estadistico constituyen herramientas de gran utilidad
para la optimizacion, el control, la simulacidn y el disefio de procesos agroalimentarios, ya que
permiten predecir y describir el comportamiento de un sistema seglin las condiciones de
operacién. Con el planteamiento matematico del modelo se determinan las variables que
intervienen en el proceso para posteriormente establecer relaciones matematicas entre las
mismas y definir ecuaciones que nos permitan aportar un significado a los parametros cinéticos
del sistema.

Dado que las curvas de extraccion obtenidas difieren de la forma lineal, el ajuste se realizé a un
modelo matematico no-lineal, el modelo empirico de Weibull (Ecuaciéon 4). Este modelo esta
basado en una funcién probabilistica que se utiliza para predecir el comportamiento de
sistemas complejos. Concretamente, en el campo de tecnologia de alimentos, este modelo ha
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sido extensamente utilizado para describir procesos de degradacion, inactivacion enzimatica,
crecimiento y supervivencia de microorganismos, secado o deshidratacion de alimentos,
digestion in vitro y degradacidon quimica de las propiedades de un producto (Fernandez et al.,
1999; Corzo & Bracho, 2009; Huang et al., 2014; Dalmau et al., 2017; Wang et al., 2018).

Y = (1 - e_(%) > Yo (Ecuacion 4)

Siendo: o, el pardmetro de escala; B, el pardmetro de forma; Y, el rendimiento de la extraccidn
después de un tiempo (t) e Y., el rendimiento de la extraccion después de un tiempo infinito

(too)-

La obtencién de los pardametros del modelo se realiz6 mediante el planteamiento de un
problema de optimizacidn. Para ello, se minimizd el sumatorio de las diferencias al cuadrado
entre los datos experimentales y los valores obtenidos en el modelo. Este célculo se llevd a
cabo mediante el método del Gradiente Reducido Generalizado (GRG), que se encuentra en la
herramienta “Solver” de Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, EE. UU.). Se
calculé también el coeficiente de regresiédn (R?) y la raiz de la desviacién cuadratica media
(RMSD) para estimar la bondad del ajuste del modelo a los datos experimentales.

El efecto de los diferentes factores estudiados en el proceso de extraccion de betanina de
remolacha: tratamiento PEF; método de extraccién (US con niveles de potencia del 50 y 90% o
agitacién mecdnica); tipo de disolvente utilizado (agua o etanol al 10, 30 y 70%) y temperatura
de extraccion (25, 35 y 452C), se evalué mediante analisis multifactorial de la varianza (ANOVA),
utilizando el programa informatico STATGRAPHICS Centurion XVIII. Asimismo, se empled un
ANOVA de un solo factor para determinar el efecto de la intensidad del tratamiento PEF, sobre
la textura de la remolacha.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se ha estudiado, por primera vez, la combinacion del pretratamiento PEF
con la extraccion asistida mediante USP de betanina de la remolacha roja. Ademas, se ha
determinado el efecto que tiene el empleo de agua o etanol como disolventes, la temperaturay
el método de extraccion. Por otra parte, se ha establecido la influencia de diferentes
condiciones de pretratamiento con PEF en la fuerza necesaria para cortar la remolacha.

4.1. CINETICAS DE EXTRACCION DE BETANINA SIN PRETRATAMIENTO PEF

4.1.1. Influencia de la temperatura en las cinéticas de extraccion con y sin USP.

La temperatura de extraccion es un factor determinante, puesto que, a mayor temperatura, la
densidad y la viscosidad, tanto del material vegetal como del disolvente disminuyen, lo que
provoca una mejora de la transferencia de masa, y por tanto una mayor efectividad en la
extraccién. Ademas, la temperatura también afecta a la fluidez y la estabilidad de la membrana
celular.

Para estudiar el efecto de la temperatura se utilizé Unicamente agua como disolvente, debido a
la alta volatilidad del etanol. Las pruebas descritas en este apartado se realizaron sin
tratamiento PEF, a tres temperaturas diferentes (25, 35 y 452C), tanto en agitacién mecanica
como asistida por ultrasonidos.

18



Agitacion mecanica

El efecto de la temperatura sobre la extraccion de betanina se muestra en la Figura 11. Tras una
extraccién de 180 minutos se obtiene un 22,2% de betanina a 252C, un 29,3% a 352C y un 39,8%
si la temperatura alcanza los 459C. Estos resultados confirman el efecto que suele tener la
temperatura en los procesos extractivos: a mayor temperatura, mayor rendimiento de
extraccion.

Por otro lado, se puede observar que, durante los primeros 10 minutos, la cinética de
extraccién es muy similar a las tres temperaturas utilizadas. Esto se debe a que, al inicio de la
extraccién, la temperatura no tiene efectos significativos, al encontrarse en la fase donde Ia
mayor parte del soluto extraido se encuentra en la superficie de los cilindros de remolacha.

% betanina

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
t (min)
252C 35¢C —@—45°C

Figura 11 Cinéticas de extraccion de betanina para el agua con agitaciéon
mecanica a 25, 35 y 452C. Muestras sin pretratamiento PEF.

La ratio de extraccion de betanina siempre fue mayor durante los primeros 20 minutos vy
después disminuyd exponencialmente. Este comportamiento en las cinéticas de extraccion, que
se repite para todas las cinéticas estudiadas en el presente trabajo, se debe a dos razones
fundamentales. Por una parte, inicialmente se produce la extraccion de la betanina mas
accesible, la que se localiza en la parte externa del cilindro de remolacha, para posteriormente
comenzar el proceso de extraccion de la betanina contenida en el interior de los cilindros de
remolacha. La extraccién de betanina de la parte mas externa se produce por transferencia
convectiva de masas. Sin embargo, la betanina que se encuentra en la parte interior es extraida
por difusion a través de los poros del material vegetal, fenémeno donde la velocidad es mucho
menor (Hemwimol et al., 2006). Por otra parte, la caida en la velocidad de extraccidon se ve
reforzada por la disminucién en el gradiente de concentracion de betanina entre el disolvente y
los cilindros de remolacha, conforme pasa el tiempo de extraccion y la betanina pasa de la
remolacha al disolvente.

Ultrasonidos de potencia (USP)

La Figura 12 muestra las cinéticas de extraccion de betanina para el agua empleando US con
una potencia de 43 W/I, que corresponde a la maxima potencia que el equipo empleado es
capaz de generar.
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En este caso, se observa una mayor diferencia en la proporcién extraida de betanina al realizar
la extraccion a una temperatura de 452C, obteniendo un 55,6%, respecto a las temperaturas de
253Cy 359C, donde se extrae menos del 20% del colorante (8,5 y 17,6% respectivamente).

A los 20 minutos de extraccion ya se puede observar una gran diferencia en las cinéticas de
extracciéon entre la prueba realizada a 459C, obteniéndose un 18,5% de betanina, y las
realizadas a 25 y 352C, en las que se obtiene menos de la mitad. Esto podria deberse a que, a
temperaturas elevadas, la membrana celular es mas vulnerable a la implosién de las burbujas
de cavitacién producidas por las ondas de US, lo que aumenta la transferencia de masa,
facilitando una mayor penetracion del disolvente y un mayor rendimiento de la extraccion.

% betanina
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t (min)
259C 350C =@ 452C

Figura 12 Cinéticas de extraccion de betanina para el agua empleando US con
una potencia de 43 W/l a 25, 35 y 452C. Muestras sin pretratamiento PEF.

4.1.2. Influencia del disolvente en las cinéticas de extraccion con y sin USP.

Las extracciones de componentes bioactivos (carotenoides, flavonoides, tioles...) en la industria
alimentaria se han llevado a cabo tradicionalmente con disolventes organicos. Sin embargo,
algunos de éstos son téxicos (como por ejemplo el metanol) y, por lo tanto, deben extremarse
las condiciones de seguridad en la extraccion.

En este apartado, las experiencias se realizaron sin pretratamiento con PEF y se utilizé tanto
agua destilada como etanol (EtOH) para realizar la extraccion, puesto que no son disolventes
perjudiciales para la salud y estdn mas aceptados en la industria alimentaria.

A pesar de que un aumento en la temperatura de trabajo favorece la extraccién, segin lo
descrito en el apartado 4.1.1., en las pruebas realizadas con etanol se mantuvo una
temperatura constante de 259C, puesto que es un compuesto volatil a temperaturas elevadas.
Ademas, la temperatura es un factor decisivo para la descomposicion de las betalainas,
intensificandose su degradacion si la extraccion se realiza a altas temperaturas.

Dado que la aplicacion de USP conlleva a un aumento de temperatura, tal y como se comenté
en el apartado de materiales y métodos, ésta se controld externamente mediante Ia
recirculacién de agua fria durante la extraccion.

Agitacion mecanica

En la Figura 13 se comparan las cinéticas de extraccidén de betanina para el agua y el EtOH al 10,
30 y 70%, en agitacién, a una temperatura de 259C y sin pretratamiento PEF. Tras 180 minutos
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de extraccidon se obtuvo un 22,2% de betanina en el caso del agua, un 40,0% en el caso del EtOH
10%, un 66,4% en el caso del EtOH 30% y un 62,9% en el caso del EtOH 70%.

Observando las diferencias entre un disolvente y otro, se puede afirmar que la minima
proporcién de EtOH utilizada (10%) es suficiente para generar un importante aumento en el
rendimiento de la extraccién.

De la misma forma, se puede observar una gran similitud en las cinéticas de extraccion del EtOH
30% y del EtOH 70%, es decir que a partir de un 30% de etanol ya no es posible extraer mayor
cantidad de betanina, bajo las condiciones de extraccién ensayadas. Por lo tanto, a nivel de
proceso industrial, no valdria la pena superar un umbral de 30% de etanol en la extraccién de
este colorante.

80
70 T
60

% betanina

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
t (min)

EtOH 10% EtOH 30% EtOH 70% ——@=— Agua

Figura 13 Cinéticas de extraccién de betanina para el agua y el etanol al 10,
30y 70% con agitacion mecanica a 252C. Muestras sin pretratamiento PEF.

Ultrasonidos de potencia (USP)

Algo similar ocurre al aplicar USP durante el proceso de extraccién. En las Figuras 14 y 15 se
comparan las cinéticas de extraccién de betanina para el agua y el EtOH al 10, 30 y 70%, a una
temperatura de 252C, con una potencia de ultrasonidos de 21 W/I (Figura 14), que corresponde
al 50% de la capacidad maxima del equipo y una potencia de 39 W/l (Figura 15), que
corresponde al 90% de la capacidad maxima del equipo.

En el caso de aplicar una potencia de 21 W/I, se obtiene un 5,8% de betanina a los 180 min si el
disolvente es agua destilada, un 24,5% si es EtOH 10%, un 64,6% si es EtOH 30% y un 73,0% si es
EtOH 70%. Si la potencia aumenta a 39 W/I, la cantidad de betanina obtenida es del 9,0% si el
disolvente es agua destilada, 39,2% si es EtOH 10%, 69,6% si es EtOH 30% y 64,7% si se trata de
EtOH 70%.

Con los resultados obtenidos, se puede observar una vez mas que las diferencias entre el
empleo de EtOH 30% y EtOH 70% son minimas, tanto si se aplica una potencia de US de 21 W/I
como si es de 39 W/I. En el caso del EtOH 10% se puede ver un aumento de aproximadamente
un 15% en el rendimiento de la extraccién al utilizar una potencia de US de 90% respecto de la
de 50%.
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Sin embargo, al utilizar agua como disolvente no se aprecia una gran influencia de la aplicacién
de USP, pues tanto al 50% como al 90% de la potencia maxima del equipo no se alcanza el 10%
de extraccion de betanina de la remolacha roja.
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Figura 14 Cinéticas de extraccion de betanina para el agua y el etanol al 10, 30
y 70% empleando US con una potencia de 21 W/l a 252C. Muestras sin

pretratamiento PEF.

Existen numerosos estudios sobre la extraccion de componentes bioactivos de productos
hortofruticolas. Un ejemplo es el llevado a cabo por Li et al. (2006), sobre la extraccién de
compuestos fendlicos de la piel de los citricos, en el que se utilizé agua y etanol al 20, 50, 72, 85
y 95%, llegando a la maxima extraccidn entre el 72 y 85% de etanol.
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Figura 15 Cinéticas de extraccion de betanina para el agua y el etanol al 10, 30
y 70% empleando US con una potencia de 39 W/l a 252C. Muestras sin
pretratamiento PEF.

Ravichandran et al. (2013), investigaron la influencia de varias técnicas de procesado de
alimentos (microondas, coccién, horneado y vacio) en la cantidad de betalainas extraidas, asi
como la actividad antioxidante de la remolacha roja. Utilizaron diferentes concentraciones de
etanol para realizar la extraccidn, y los resultados obtenidos mostraron que la concentracion
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Optima era del 50% de etanol. Por otro lado, con el empleo de un 30% de etanol se alcanzaba la
mayor estabilidad de betalainas, en comparacion con otras concentraciones. Delgado-Vargas et
al. (2000), recomendaron entre un 20 y un 50% de etanol para una extraccion completa de
betalainas.

Asi pues, los resultados obtenidos en el presente trabajo, en el que se ha demostrado que la
concentracion de etanol éptima para realizar la extraccién a temperatura ambiente es del 30%,
ya que se obtienen resultados similares al 70%, esta en la linea de lo encontrado en bibliografia.

Otros de los posibles disolventes para la extraccion de betanina son, disoluciones de acido
citrico, puesto que mejora la estabilidad de la betacianina (Pasch & Von Elbe, 1979; Han et al.,
1998) o de acido isoascérbico (Herbach et al., 2006).

4.2. CINETICAS DE EXTRACCION DE BETANINA CON PRETRATAMIENTO PEF
Generalmente, el tratamiento PEF ha supuesto una importante mejora en el rendimiento de la
extraccién de betanina de la remolacha roja, debido a los cambios estructurales de la matriz
vegetal.

Todas las pruebas descritas en este apartado se llevaron a cabo a partir de un pretratamiento
PEF, para observar el efecto de la temperatura, el tipo de disolvente y el uso de ultrasonidos en
las cinéticas de extraccion.

4.2.1. Influencia de la temperatura en las cinéticas de extraccion con y sin USP.

En este caso, la extraccidn se realizé con agua destilada a las temperaturas de 25, 35 y 459C,
tanto en agitacion, como en presencia de ultrasonidos. Dado que la aplicacion de USP conlleva
a un aumento de temperatura, esta se controld externamente mediante la recirculacién de
agua fria durante la extraccion.

Agitacion mecanica

La Figura 16 muestra las cinéticas de extraccidon de betanina para el agua en agitacion a 25, 35y
459C. La cantidad de betanina obtenida tras 180 minutos de extraccion es del 54,7% a una
temperatura de 259C, del 56,0% a 352C y del 52,0% a 45°C.

Las minimas diferencias entre las cinéticas de extraccién a las tres temperaturas pueden
deberse al fendmeno de electroporacidén que produce el tratamiento PEF. Este pretratamiento
consigue que aumente el rendimiento de la extraccion, sin que el factor temperatura tenga la
misma influencia que cuando no se aplica el pretratamiento.

En la aplicacidn del pretratamiento PEF a nivel industrial, es muy interesante la independencia
del rendimiento de la extraccion de betanina de la temperatura, puesto que seria posible llevar
a cabo la extraccion a temperatura ambiente, obteniendo resultados semejantes a los de
temperaturas superiores.
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Figura 16 Cinéticas de extraccion de betanina para el agua en agitacion
mecanica a 25, 35 y 452C. Muestras con pretratamiento PEF.

Ultrasonidos de potencia
La Figura 17 muestra las cinéticas de extraccién de betanina para el agua, empleando US con

una potencia de 43 W/I, que corresponde al maximo de la potencia del equipo. Los valores de
betanina obtenidos a los 180 min son: un 69,4% a una temperatura de 252C, un 61,7% a 35°Cy

63,3% a 45°C.

Al comparar las Figuras 16 y 17, se puede observar que el rendimiento de la extraccién es
mayor con la aplicacion de USP. Tras 90 minutos de extraccién se aprecia como en el caso del
empleo de USP (Figura 17) la proporcidn de pigmento es practicamente la misma a las tres
temperaturas utilizadas (alrededor de 60%) siendo un 10% mayor que en la agitacién
convencional. A pesar de que el rendimiento general aumenta con la aplicacion de USP, sigue
sin observarse una dependencia de la temperatura en las cinéticas de extraccion.
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Figura 17 Cinéticas de extraccién de betanina para el agua empleando US con
una potencia de 43 W/l a 25, 35 y 452C. Muestras con pretratamiento PEF.
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4.2.2. Influencia del disolvente en las cinéticas de extraccion con y sin USP.

Debido a la alta volatilidad del etanol, se decidi6 mantener una temperatura constante de 252C
durante todo el proceso de extraccidon. Desde el punto de vista de su aplicacion industrial, esta
temperatura supondria un menor gasto de energia y, por tanto, un mayor ahorro econémico.
Para determinar el efecto del disolvente sobre la extracciéon, tras un pretratamiento PEF, se
estudid el proceso de extraccion mediante agitacion convencional y mediante USP.

4.2.2.1. Agitacion mecanica
Tras la aplicacion de pulsos eléctricos, las cinéticas de extraccidon son muy similares tanto para

el agua como para las tres concentraciones de EtOH en agitacion, tal y como se puede ver en la
Figura 18. Tras 180 minutos de extraccion, se consiguié un 54,7% de betanina utilizando agua
como disolvente, un 57,9% con EtOH 10%, un 64,7% con EtOH 30% y un 64,5% con EtOH 70%.

En este caso, las diferencias entre el empleo de agua o etanol al 30 o 70% se ven reducidas y, en

cualquier caso, el empleo de concentraciones mayores al 30% no suponen mejoria en la
extraccién de betanina de la remolacha roja.
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Figura 18 Cinéticas de extraccidon de betanina para el agua y el EtOH al 10, 30y
70% con agitacidon mecanica a 252C. Muestras con pretratamiento PEF.

4.2.2.2. Ultrasonidos de potencia

La combinacién de pretratamiento PEF y US de potencia a 21 W/l y a 39 W/I se puede observar
en las Figuras 19 y 20, respectivamente.

En el primer caso (Figura 19), tras 180 minutos de extraccién, se obtiene un 40,5% de betanina
si el disolvente es agua, un 70,5% si se trata de EtOH 10%, un 78,6% si se trata de EtOH 30% y
un 83,1% si se utiliza EtOH 70%.

En la Figura 20 se observa que con el EtOH 70% se obtiene menos pigmento que con el EtOH 10
y 30%. Esto puede ser debido a una interaccién negativa entre el tipo de solvente y la aplicacién
de ultrasonidos a elevadas potencias, dificultdndose el fendmeno de cavitacion por las
caracteristicas de densidad y viscosidad del EtOH 70%.
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Por lo general, la combinacién de PEF y USP produce una importante mejora en el rendimiento
de la extraccidon de betanina de la remolacha roja, respecto al empleo de agitacién mecanica, en
el caso de que el disolvente sea etanol, llegdndose a obtener mds del 80% del pigmento.
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Figura 19 Cinéticas de extraccion de betanina para el agua y el EtOH al 10, 30 y
70% empleando US con una potencia de 21 W/I a una temperatura de 259C.
Muestras con pretratamiento PEF.
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Figura 20 Cinéticas de extraccion de betanina para el agua y el EtOH al 10, 30 y
70% empleando US con una potencia de 39 W/I a una temperatura de 259C.
Muestras con pretratamiento PEF.

Normalmente el rendimiento de la extraccién es mayor cuando se aumenta la potencia de US, a
veces incluso de forma lineal, como observaron Zou et al. (2010) en su trabajo sobre la
extraccion de melanina de Auricularia auricula.

La Tabla 5 es una recopilacion de las cantidades de betanina extraida (%) para el agua y EtOH al
10, 30 y 70%, a los 180 min, a una temperatura constante de 252C mediante los diferentes
métodos de extraccidn con y sin tratamiento PEF. En ella se puede ver claramente como la
cantidad de pigmento extraido aumenta considerablemente al utilizar un disolvente con una
proporciéon de etanol superior al 30%, pudiendo verse sus efectos incluso a la minima
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concentracion estudiada, la de 10% de etanol. De la misma manera, se puede observar que con
la aplicacidon de US al 90% de potencia solamente se consiguen resultados favorables respecto a
la potencia de 50% tanto en el agua como en el EtOH 10%, pero en el caso del EtOH 30y 70% no
supone ninguna mejoria. El pretratamiento PEF, a pesar de que muestra un aumento
generalizado del rendimiento de la extraccion, sus efectos son mas visibles en el caso del agua y
del EtOH 10%.

Tabla 5 Cantidad de betanina extraida (%) mediante los diferentes
métodos de extraccidn, con o sin pretratamiento, para cada disolvente
tras 180 minutos de extraccidon. Media y desviacion estandar.

Disolvente SIN PEF (%) CON PEF (%)
Agua 22,2 + 3 54,8 + 1
o EtOH 10% 40,0 + 3 579 + 1
Agitacion | .\ on30% | 664 t 4 64,7 + 1
EtOH 70% 62,9 + 2 64,5 + 5
Agua 58 +1 40,5 + 2
EtOH 10% 245 £ 5 70,5 * 6
o 0% EtOH 30% 64,6 £+ 9 78,6 + 1
EtOH 70% 73,0 + 4 83,1 + 10
Agua 90 + 1 529 + 5
EtOH 10% 39,2 + 2 72,6 £ 5
o EtOH 30% 69,6 + 5 75,0 = 10
EtOH 70% 64,7 t 4 64,5 = 2

4.3. EFECTO DE LAS VARIABLES DEL PROCESO EN LA EXTRACCION DE

BETANINA.

Para mejorar la difusidon de betanina al medio de extraccién, existen diversos métodos entre los
gue destacan la fragmentacién mecadnica, la aplicacion de calor, la utilizacién de uno o varios
medios extractores, la aplicacidon de ultrasonidos, asi como el prensado del sélido, entre otros.
Estos métodos deben de tenerse en cuenta durante el proceso de extraccidon, ya que el
colorante se puede ver afectado por la temperatura, la luz, el pH, el oxigeno, etc. En el presente
estudio se decidid cuantificar el efecto de la temperatura, tipo de disolvente, pretratamiento
PEF y uso de USP sobre la extraccion de la betanina de la remolacha roja.

4.3.1. Extraccidn S-L en agua a diferentes temperaturas

En el caso de utilizar agua destilada como disolvente, el analisis estadistico se realizd
estudiando los factores pretratamiento, método de extraccidén, temperatura y tiempo.

El método empleado para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia
minima significativa (LSD) de Fisher.

Los resultados mostraron que los cuatro factores mencionados anteriormente presentaron un
valor-P menor de 0,05, lo que significa que tienen un efecto estadisticamente significativo
sobre la cantidad de betanina obtenida en los analisis, con un nivel del 95,0 % de confianza.

De esta forma, en la Figura 21 se puede observar que no existen diferencias significativas entre
la aplicacion del 50% de la potencia maxima del equipo, 21 W/I, y la aplicacidn del 90% de la
potencia maxima, 39 W/I|. Por otra parte, aplicando el 100% de la potencia del equipo se
observa un aumento significativo (p<0.05) de la betanina extraida, respecto al proceso de
agitaciéon mecanica. Potencias menores no permiten una mejora del proceso mediante USP.
Asimismo, destacar que no existieron interacciones de dos factores en el modelo.
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Figura 21 Test de Fisher (LSD) para la extraccion de betanina con agua destilada
comparando los diferentes métodos de extraccion.

En cuanto a la extraccion a diferentes temperaturas, se obtuvieron diferencias significativas
(p<0,05) entre la temperatura de 452C respecto a las otras dos, 25 y 352C. Estas comparaciones
se pueden observar en la Figura 22 donde se muestran los graficos del test de Fisher LSD.
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Figura 22 Test de Fisher (LSD) para la extraccion de betanina con agua destilada
comparando las diferentes temperaturas.

En cuanto al tiempo de extraccién (Figura 23), se observa que es un factor significativo y que,
tal y como se comentd en el apartado de cinéticas, a partir de 60 min las diferencias en la
cantidad extraida son cada vez menores.
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Figura 24 Test de Fisher (LSD) para la extraccién de betanina con agua destilada en
funcion de los tiempos de extraccion.
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Figura 23 Test de Fisher (LSD) para la extraccién de betanina con agua destilada con o sin
la aplicacién de PEF.

La Figura 24 muestra claramente las diferencias significativas (p<0,05) entre la betanina
obtenida con y sin la aplicacién de PEF, en el caso de que el disolvente sea agua destilada.

4.3.2. Extraccidn S-L en agua y etanol a temperatura constante

En el caso de utilizar etanol a diferentes concentraciones y agua destilada, a una temperatura
constante de 259C, el analisis estadistico se realizd con los factores pretratamiento, método de
extraccién, disolvente y tiempo. Puesto que en todos los casos el valor-P fue menor de 0,05,
estos cuatro factores presentaron un efecto estadisticamente significativo sobre la extraccion
de betanina, con un 95,0 % de nivel de confianza.

Al realizar el ANOVA multifactorial, y considerando el tipo de disolvente, se observd que existen
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) si se compara la utilizacion de agua con la
utilizaciéon de etanol (a cualquiera de las concentraciones). Sin embargo, no se obtuvieron
diferencias significativas (p>0,05) (Figura 25) entre el wuso de EtOH 30% vy
EtOH 70%. Estos resultados confirman lo comentado anteriormente en los apartados de
cinéticas, ya que, en general, superar el 30% de etanol no permite mejoras significativas en la
extraccién y por lo tanto no seria recomendable a nivel industrial.

29



46

41

36

31

Betanina (%)

26

21

Lo Loy b b buvaa by |

[TITT [T T[T I TTr T [ TT I [ TTTT]

1

Agua EtOH 10 EtOH 30 EtOH 70
Disolvente

16

Figura 25 Test de Fisher (LSD) para la extraccion de betanina comparando diferentes
disolventes.

En cuanto al método de extraccion, las diferencias que existen son significativas (p<0,05) si se
compara la extraccidén en agitacion o mediante ultrasonidos, pero son no significativas (p>0,05)
entre los dos niveles de potencia de US (Figura 26).
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Figura 26 Test de Fisher (LSD) para la extraccidon de betanina con diferentes disolventes
comparando los métodos de extraccion.

Al comparar las Figuras 21 y 26, se puede observar como en la primera, la extraccién con USP
no supone mejoria respecto al empleo de agitacion mecéanica. Sin embargo, en la
Figura 26, la extraccién mediante USP si que produce efectos favorables respecto a la agitacion.
Esto puede deberse a que, en el caso del empleo de etanol como disolvente, si que existe
interaccion entre el método de extraccién y el tipo de disolvente y, por tanto, el efecto de los
USP es mucho mayor.

El estudio de la betanina obtenida a los diferentes tiempos estudiados mostré un aumento
significativo (p<0,05) de la cantidad extraida con el tiempo de extraccion (Figura 27).

La aplicacién de un tratamiento de pulsos eléctricos antes de la extraccidon de betanina genera
diferencias significativas (p<0,05) en el contenido de pigmento obtenido, respecto a la
extraccién sin pretratamiento, puesto que tras el pretratamiento los valores son notablemente
mayores, tal y como se puede observar en la Figura 28.
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Figura 27 Test de Fisher (LSD) para la extraccion de betanina con diferentes disolventes a
los diferentes tiempos de extraccién.

Dada la posibilidad de combinar los factores pretratamiento PEF y USP, cabe destacar la
interaccidon entre ambos, ya que se ha podido observar como en las muestras pretratadas con
PEF, el efecto de los USP es mayor que en las no tratadas, consiguiéndose una cantidad de
pigmento considerablemente superior.
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Figura 28 Test de Fisher (LSD) para la extraccion de betanina con diferentes disolventes
comparando la aplicacién de tratamiento PEF.

4.4, EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON PEF SOBRE LA TEXTURA DE LA
REMOLACHA

De forma complementaria a la extraccidon de betanina, se realizé un estudio para determinar la
influencia de la intensidad del tratamiento PEF (mediante la aplicacion de un nimero variable
de pulsos de igual amplitud y duracidn) sobre la textura final del tejido tratado. La Figura 29
muestra la apariencia externa de la remolacha roja tras los distintos tratamientos de PEF. Asi
pues, con el aumento del nimero de pulsos se puede ver claramente como aumenta el
fendmeno de exudacidon, como consecuencia de los diferentes niveles de electroporacion
celular.
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Figura 29 Secciones transversales de remolacha: sin pretratamiento de PEF (A) y con tratamiento de PEF de
8 pulsos (B), 20 pulsos (C) y 32 pulsos (D; fuerza de campo de 1,25 kV/cm; duracién de pulso de 25 ps y 10 Hz de
frecuencia.

Mediante la curva fuerza—deformacidn, se calcularon la fuerza maxima de corte y el trabajo de
compresion. Los resultados de este analisis se muestran en las Figuras 30 y 31, expresados
como valores de media y desviacidén estandar para ambas velocidades de corte (1 y 5 mm/s).
Mediante el estudio del ANOVA Multifactorial, se observd que la velocidad de corte no fue un
factor significativo (p>0,05) en el analisis. Sin embargo, si se encontré un efecto significativo
(p<0,05) del tipo de tratamiento aplicado sobre los dos parametros texturales.

Mediante el estudio de los intervalos LSD, se observd que no existian diferencias significativas
(p>0,05) entre la remolacha sin pretratamiento y la de 8 pulsos, asi como entre la tratada con 8
pulsos y la de 20 pulsos. No obstante, el pretratamiento de 32 pulsos si que mostré diferencias
significativas (p<0,05) respecto al resto de pretratamientos, tanto para el trabajo de
compresidon como para la fuerza maxima de corte.

A partir de los valores obtenidos en las Figuras 30 y 31, se puede observar que, cuanto mayor es
el nimero de pulsos aplicados, la fuerza maxima de corte y el trabajo de compresion
disminuyen, lo que indica un reblandecimiento de los tejidos celulares de la remolacha. Si se
compara el promedio de la fuerza maxima de corte para las dos velocidades estudiadas (5y 1
mmy/s), se observa que se requieren alrededor de 26 N para la muestra sin tratar, mientras que,
para la tratada con 32 pulsos, Unicamente son necesarios 15 N, es decir, un poco mas de la

mitad.
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Figura 31 Valor medio y desviacién estandar
para el trabajo de compresién de la remolacha a
dos velocidades de corte, con diferentes
tratamientos PEF.

Figura 30 Valor medio y desviacién estandar
para la fuerza maxima de compresidon de la
remolacha a dos velocidades de corte, con
diferentes tratamientos PEF.

El trabajo de compresion es muy similar, tanto para la muestra sin tratar, como para los
tratamientos de 8 y 20 pulsos a ambas velocidades de corte, requiriéndose entre 65 vy
80 N-mm. Sin embargo, si en el tratamiento se aplican 32 pulsos eléctricos, el trabajo de
compresion se reduce a un promedio de 50 N-mm para ambas velocidades.
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Otros estudios que también han descrito el reblandecimiento de tejidos vegetales son los
llevados a cabo por Fincan & Dejmek (2003) y Lebovka et al. (2004).

Fincan & Dejmek (2003) estudiaron el efecto de los PEF sobre las propiedades viscoelasticas de
la piel de la patata. En su trabajo, establecieron intensidades de pulso entre 0,5y 1,5 kV/cm;
duraciones de tratamiento de 10, 100 y 1000 ps; 1, 9 y 90 pulsos eléctricos y un espacio entre
pulso y pulso de 10 ms. Los resultados obtenidos dieron lugar a un mayor reblandecimiento del
tejido con la aplicacién de un numero elevado de pulsos de corta duracidén en cualquiera de las
intensidades de pulso utilizadas.

Levobka et al. (2004) estudiaron el efecto de la aplicacién de tratamientos térmicos en
combinacidn con PEF en las propiedades texturales de la carlota, la patata y la manzana. Las
muestras fueron calentadas a 45-652C y posteriormente fueron tratadas con PEF a intensidades
entre 560 y 1100 V/cm, una duracion de pulso de 10 ps y un espacio entre pulsos de 10 ms. Se
demostrd que el tratamiento PEF ayuda a alcanzar un elevado reblandecimiento de la textura
de los alimentos en cuestidn, pero no es completamente efectivo si no es acompafiado por un
pretratamiento térmico.

La aplicacién de una alta intensidad de campo eléctrico puede dafiar notablemente la
membrana celular, eliminar la turgencia del tejido vegetal y ejercer una influencia destacable
en las propiedades viscoelasticas del tejido mismo. De esta forma, es posible reducir la energia
gue se necesita para cortar el material vegetal, lo que redundaria en un beneficio econémico en
la operacion de reduccidn de tamafio, etapa previa a la extraccion de la betanina de la
remolacha roja.

4.5. MODELIZACION MATEMATICA

Para proceder a la modelizacion matematica de los procesos de extraccion sdlido-liquido se
puede recurrir a modelos tedricos, empiricos o semi-empiricos. En muchas ocasiones, por
razones practicas, se utilizan modelos empiricos como la ecuaciéon de Higuchi, la ley potencial o
la ecuacién de Weibull. La ventaja de este tipo de modelos es que suelen ser facilmente
ajustables a los datos experimentales (Farr et al., 2012).

En la Tabla 6 se presentan los valores calculados de los pardmetros de escala (a) y de forma (B),
el rendimiento de la extraccidon después de un tiempo infinito (Y.) asi como el coeficiente de
determinacién (R?) del modelo de Weibull (Ecuacién 1) para las diferentes condiciones
experimentales ensayadas (pretratamiento y condiciones de extraccién). En la Tabla 6 también
se muestra el valor del rendimiento maximo real (Yexp) €ncontrado en cada tratamiento.

El coeficiente de determinacidn R? fue en todos los casos superior a 0,99 lo que refleja el buen
ajuste del modelo a los datos experimentales de las extracciones realizadas.
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Tabla 6 Parametros obtenidos tras el ajuste de las cinéticas de extraccidon con el
modelo de Weibull y el rendimiento real de la extraccién a los 180 minutos de
extraccion.

Condiciones de

extraccién g g e Yo R
Agit. EtOH 10% 0,641 147,295 39,962 58,79 0,9999
Agit. EtOH 30% 0,625 161,442 66,395 100,00 0,9994
Agit. EtOH 70% 0,537 192,342 62,891 100,00 0,9990
US50 EtOH 10% 0,545 39,003 24,496 26,68 0,9963
US50 EtOH 30% 0,717 48,008 64,607 70,06 0,9997
US50 EtOH 70% 0,509 89,988 72,973 96,16 0,9998
US90 EtOH 10% 0,551 640,592 39,176 100,00 0,9994
US90 EtOH 30% 0,562 65,003 69,580 84,00 0,9995
US90 EtOH 70% 0,479 43,226 64,705 74,77 0,9998

PEF + Agit. EtOH 10% 0,485 248594 57,940 100,00 0,9998
PEF + Agit. EtOH 30% 0,577 127,405 64,671 91,77 1,0000
PEF + Agit. EtOH 70% 0,541 174596 64,499 100,00 0,9988
PEF + US50 EtOH 10% 0,644 133,714 70,537 100,00 0,9942
PEF + US50 EtOH 30% 0,614 54,228 78,632 90,08 0,9991
PEF + US50 EtOH 70% 0,521 64,807 83,084 100,00 0,9991
PEF + US90 EtOH 10% 0,637 76,245 72,628 90,12 0,9951
PEF + US90 EtOH 30% 0,581 49,325 74,951 85,49 0,9995
PEF + US90 EtOH 70% 0,544 33,508 64,477 70,98 0,9991

5. CONCLUSIONES

La cantidad total de betanina extraida de la remolacha roja se ve notablemente afectada por el
tipo y la concentracién de disolvente utilizado, la temperatura, el tiempo de extraccién, y el
método de extraccion.

El analisis del rendimiento de la extraccidon (con agua como disolvente), demostré que el
rendimiento aumentaba con el aumento de la temperatura, como suele ocurrir habitualmente
en los procesos de extraccién. El uso de USP supuso un incremento en el rendimiento a la
temperatura de 452C. En cambio, al aplicar un pretratamiento PEF, se minimizo el efecto de la
temperatura, puesto que este pretratamiento consigue que aumente de forma general el
rendimiento de la extraccidon, sin que el factor temperatura tenga la misma influencia que
cuando no se aplica. Esto permitiria trabajar a nivel industrial a temperaturas mas bajas,
reduciendo el consumo energético y mejorando la calidad de los extractos.

Con relacién al tipo de disolvente, se alcanzaron rendimientos similares con el empleo de
etanol al 30 y al 70%, tanto en agitacién, como en presencia de USP (potencias del 50 y 90% de
la capacidad maxima del equipo). Por tanto, a nivel de proceso industrial, no valdria la pena
superar un umbral de 30% de etanol en la extraccidn de betanina.

El uso de USP en el proceso de extraccion resultdé en un notable incremento del rendimiento en
el caso de emplear etanol, incluso a la concentracidn minima estudiada. Sin embargo, al utilizar
agua como disolvente no se aprecia una gran influencia de la aplicaciéon de USP.

Generalmente, la aplicacidon de un pretratamiento de pulsos eléctricos hizo que se mejorase

notablemente la eficacia del proceso, debido a la electroporacién de las células de la remolacha
roja. A pesar de que se pudo observar un aumento generalizado del rendimiento de la
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extraccién, tanto en agitacion como en extraccién asistida mediante USP, los efectos mas
visibles se encontraron en el caso del agua y del EtOH 10%.

Las cinéticas de extraccidn, que se ajustaron adecuadamente mediante el modelo de Weibull,
mostraron una mayor velocidad en la obtencidn de colorante durante los primeros 20 minutos,
para posteriormente reducir la velocidad hasta llegar al valor maximo de la extraccién
(plateau).

Los pulsos eléctricos también originaron cambios en la textura, ya que, tras el tratamiento, el
tejido vegetal se reblandecid significativamente, siendo mayor el reblandecimiento cuanto
mayor fue la intensidad del tratamiento PEF.

Asi pues, el uso de tratamiento PEF seria muy positivo a nivel industrial, ya que facilitaria en
gran medida el triturado de la remolacha y aumentaria el rendimiento de la extraccidn.
Adicionalmente el uso de USP permitiria mejorar la velocidad y el rendimiento final de los
extractos obtenidos de muestras tratadas con PEF.

Dada la rapidez de tratamiento, la posibilidad de trabajar en continuo, la reducciéon en el
consumo de disolvente y la facilidad de implantacion en lineas de procesado ya existentes, el
sistema de pulsos eléctricos de alto voltaje (PEAV) en combinacidn con USP podria llegar a ser
una herramienta muy atil con vistas a una aplicacién industrial.
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