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Titulo: Uso de Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad como pretratamiento en los procesos de
extraccién en productos vegetales.

Resumen:

Los procesos de extraccion en matrices vegetales son muy comunes en la industria alimentaria. Estos
procesos implican tradicionalmente el uso de técnicas mecanicas como el prensado y el centrifugado, que
pueden provocar la pérdida de nutrientes y compuestos bioactivos. Por ello, es necesario investigar nuevas
técnicas de pretratamiento que permitan obtener productos de alta calidad manteniendo las cualidades
nutritivas y sensoriales.

El objetivo principal de este trabajo es estudiar el efecto del tratamiento de la materia prima con pulsos
eléctricos de alta intensidad (PEF) en productos obtenidos tras la extraccidn en tres matrices vegetales, un
tejido duro (chufa), un tejido blando con semillas (uva) y un tejido blando sin semillas (mandarina).

Para ello se plantearon diferentes condiciones de tratamiento, teniendo en comun los tres productos los
parametros de ancho de pulso (25 ps) y la frecuencia de pulso (10 Hz), y variando en la chufa el tiempo de
rehidratacién (24 0 48 h) y de triturado (0,5, 1, 1,5 0 2 minutos), la aplicacién de ultrasonidos (sin o con US)
y el nimero de pulsos aplicado (100 o 200); y en la uva/mandarina la intensidad (4, 7 o0 10 kV) y el nimero
de pulsos deseado (40, 70 o 100).

A partir de las matrices vegetales tratadas y sin tratar se obtuvieron los extractos. Asi, mediante una
extraccion sélido-liquido se obtuvo horchata de chufa. Por prensado de las matrices blandas, se obtuvo
zumo de fruta. En el extracto de horchata se determind el color, el pH, los sélidos solubles, la textura y la
composicion tras centrifugacion; mientras que para el extracto de uva se determind el pH, los sélidos
solubles, la turbidez y el rendimiento, y para el extracto de mandarina se determind lo mismo que para la
uva mas la conductividad.

Los resultados obtenidos mostraron que el pretratamiento con PEF tuvo efecto en productos de textura
blanda (mandarina y uva) y no lo tuvo en el de textura dura (chufa). Esto indica que las caracteristicas
texturales/estructurales del producto son un factor para tener en cuenta al establecer un tratamiento con
PEF. En los productos con tejidos blandos, la aplicaciéon de la tecnologia tuvo un efecto positivo en el
rendimiento del zumo extraido. No obstante, se recomienda profundizar en el andlisis del efecto del
tratamiento con PEF en las caracteristicas nutricionales y sensoriales del zumo obtenido.

Palabras clave: chufa; uva; mandarina; horchata; zumo; PEF.



Titol: Us de Polsos Electrics d'Alta Intensitat com a pretractament en els processos d’extraccid
en productes vegetals.

Resum:

Els processos d'extraccié en matrius vegetals son molt comunes en la indUstria alimentaria. Estos processos
impliquen tradicionalment I'ds de tecniques mecaniques com el premsatge i el centrifugat, que poden
provocar la perdua de nutrients i compostos bioactius. Per aix0, és necessari investigar noves tecniques de
pretractament que permeten obtindre productes d'alta qualitat mantenint les qualitats nutritives i
sensorials.

L'objectiu principal d'aquest treball és estudiar I'efecte del tractament de la matéria primera amb polsos
electrics d'alta intensitat (PEF) en productes obtinguts després de |'extraccid en tres matrius vegetals, un
teixit dur (xufa), un teixit bla amb llavors (raim) i un teixit bla sense llavors (mandarina).

Per a aix0 es van plantejar diferents condicions de tractament, tenint en comu els tres productes els
parametres d'ample de pols (25 us) i la freqiiéncia de pols (10 Hz), i variant en la xufa el temps de
rehidratacié (24 o 48 h) i de triturat (0,5, 1, 1,5 o 2 minuts), I'aplicacié d'ultrasons (sense o amb US) i el
nombre de polsos aplicat (100 o 200); i en el raim/mandarina la intensitat (4, 7 o 10 kV) i el nombre de
polsos desitjat (40, 70 o0 100).

A partir de les matrius vegetals tractades i sense tractar es van obtindre els extractes. Aixi, mitjancant una
extraccio solid-liquid es va obtindre orxata de xufa. Per premsatge de les matrius blanes, es va obtindre suc
de fruita. En I’extracte d’orxata es va determinar el color, el pH, els solids solubles, la textura i la composicié
rere centrifugacid; mentres que per a l'extracte de raim es va determinar el pH, els solids solubles, la
terbolesa i el rendiment, i per a I'extracte de mandarina es va determinar el mateix que per al raim més la
conductivitat.

Els resultats obtinguts van mostrar que el pretractament amb PEF va tindre efecte en productes de textura
blana (mandarina i raim) i no ho va tindre en el de textura dura (xufa). Aixo indica que les caracteristiques
texturals/estructurals del producte sén un factor a tindre en compte en establir un tractament amb PEF. En
els productes amb teixits blans, I'aplicacié de la tecnologia va tindre un efecte positiu en el rendiment del
suc extret. No obstant aixo0, es recomana aprofundir en I'analisi de I'efecte del tractament amb PEF en les
caracteristiques nutricionals i sensorials del suc obtingut.

Paraules clau: xufa; raim; mandarina; orxata; suc; PEF.



Title: Use of High Intensity Electrical Pulses as pre-treatment in the extraction process of
vegetable products.

Abstract:

Extraction processes in vegetable matrices are quite common in the food industry. These processes
traditionally involve the use of mechanical techniques such as pressing and centrifuging, which can lead to
the loss of nutrients and bioactive compounds. Therefore, it is necessary to investigate new pretreatment
techniques that allow obtaining high quality products while maintaining nutritional and sensory qualities.

The main objective of this work is to study the effect of raw material treatment with high intensity electrical
pulses (PEF) on products obtained after extraction in three vegetable matrices, a hard tissue (tiger nut), a
soft tissue with seeds (grape) and a soft tissue without seeds (mandarin).

For this purpose, different treatment conditions were proposed, with the three products having in common
the pulse width (25 ps) and pulse frequency (10 Hz) parameters, and varying in the tigernut the rehydration
time (24 or 48 h) and crushing time (0.5, 1, 1.5 or 2 minutes), the ultrasound application (without or with
US) and the number of pulses applied (100 or 200); and in grape/mandarin the intensity (4, 7 or 10 kV) and
the desired number of pulses (40, 70 or 100).

Extracts were obtained from treated and untreated plant matrices. Thus, by means of a solid-liquid
extraction, tiger nut horchata was obtained. Fruit juice was obtained by pressing the soft matrices. In
tigernut milk extract, color, pH, soluble solids, texture, and composition after centrifugation were
determined; while for the grape extract, pH, soluble solids, turbidity, and yield were determined, and for
the mandarin extract, the same was determined as for the grape plus conductivity.

The results obtained showed that pretreatment with PEF had an effect on soft-textured products (tangerine
and grape) and no effect on the hard-textured (tiger nut). This indicates that the textural/structural
characteristics of the product are a factor to be considered when establishing a FEP treatment. In products
with soft tissues, the application of the technology had a positive effect on the yield of extracted juice.
However, further analysis of the effect of FEP treatment on the nutritional and sensory characteristics of
the juice obtained is recommended.

Key words: tigernut; grape; tangerine; tigernut milk; juice; PEF.



AGRADECIMIENTOS

Quisiera expresar mi gratitud a José Javier Benedito Fort y Gabriela Clemente Polo por haberme
dado la oportunidad de llevar a cabo este proyecto y por su continuo apoyo, orientacién y
disposicion a acompafiarme durante todo el proceso de experimentacién y redaccién.

Agradezco a Alberto Yuste del Carmen, Juan Vicente Lopez Baldé y Amparo Montesinos Guillot
por su inestimable ayuda en sus respectivos campos de especializacidn, asi como por su apoyo
en el andlisis de los pardmetros fisico-quimicos llevados a cabo en este proyecto.

Me gustaria expresar mi gratitud a los estudiantes de doctorado y al personal de laboratorio del
grupo ASPA por su amable disponibilidad y su apoyo técnico durante todo el proyecto.

Finalmente, mi mas sinceras gracias a todas las personas que han estado alentdndome, amigos
y familiares que me han demostrado su apoyo y confianza en todo momento.



Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No
Procede

ODS 1. Fin de la pobreza. X
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ODS 12. Produccion y consumo responsables

Meta 12.3. “De aqui a 2030, reducir a la mitad el desperdicio de alimentos per cdpita mundial en la venta al
por menor y a nivel de los consumidores y reducir las pérdidas de alimentos en las cadenas de produccién

y suministro, incluidas las pérdidas posteriores a la cosecha”.

Se van a buscar soluciones para reducir las pérdidas y el desperdicio de alimentos, puesto que el objetivo
de este TFG es que, mediante la aplicacion del tratamiento previo PEF sobre las distintas matrices
alimentarias, se consiga obtener la maxima cantidad de extracto vegetal posible a partir de la minima
cantidad de materia prima, generando menos cantidad de hollejos que acaban siendo desperdiciados en la

industria del zumo.




ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras

Partiendo de que el TFG trata sobre el uso de una nueva tecnologia para mejorar los procesos de
extraccion en vegetales, puesto que se va a investigar el efecto que puede tener la aplicacién de PEF
como pretratamiento para la obtencidn de extractos vegetales en diferentes matrices:

Meta 9.4. “De aqui a 2030, modernizar la infraestructura y reconvertir las industrias para que sean
sostenibles, utilizando los recursos con mayor eficaciay promoviendo la adopcién de tecnologias y procesos
industriales limpios y ambientalmente racionales, y logrando que todos los paises tomen medidas de
acuerdo con sus capacidades respectivas”.

Al mejorar la eficiencia de los procesos, el TFG contribuye a mejorar la sostenibilidad de la industria
mediante el estudio de una nueva tecnologia.

Meta 9.5. “Aumentar la investigacién cientifica y mejorar la capacidad tecnolégica de los sectores
industriales de todos los paises, en particular los paises en desarrollo, entre otras cosas fomentando la
innovacion y aumentando considerablemente, de aqui a 2030, el nimero de personas que trabajan en
investigacion y desarrollo por millén de habitantes y los gastos de los sectores publico y privado en
investigacion y desarrollo”.

Se contribuye a generar conocimiento cientifico con el fin de mejorar la capacidad tecnoldgica de la
industria alimentaria.
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1. INTRODUCCION

1.1 LACHUFA
La chufa, Cyperus esculentus L., es una planta originaria de Oriente Proximo que se cree que fue cultivada
en el siglo V a.C. en la region de Nilo Blanco, en el actual Sudan (Pascual-Seva, 2011).

Su cultivo tiene una larga historia, y se han descubierto tubérculos en sarcéfagos y tumbas egipcias de las
primeras dinastias. Antiguos libros de autores persas, arabes y chinos tienen referencias a la chufa,
destacando sus propiedades terapéuticas y su uso como sustituto del café y en confituras.

La chufa llegd a la Peninsula Ibérica durante la Edad Media, junto con las oleadas isldmicas. Ibn al-'Awam,
agrénomo andalusi, describe su cultivo en el Libro de agricultura hacia mediados del siglo XIl o comienzos
del XlIl (Maroto Borrego et al., 2017), y existen registros de ingesta de "llet de xufes" durante el Regne de
Valéncia en el siglo XIII (Pascual y Maroto, 1984a).

En la actualidad la chufa se emplea fundamentalmente para la elaboraciéon de horchata. En los ultimos
anos, el consumo de horchata industrial ha aumentado de forma considerable, y actualmente representa
entre el 80 y el 85% de toda la horchata producida (Maroto, 2003). A parte de la horchata, la chufa se ha
utilizado en platos principales, entrantes y postres de autor. Ademas, se han desarrollado productos como
licor o chocolate de horchata, asi como aceite de chufa de alta calidad para alifiar ensaladas (Pascual-Seva,
2011).

1.1.1 COMPOSICION Y ELABORACION DE LA HORCHATA

La horchata de chufas, o simplemente horchata, es una bebida de aspecto turbio que se produce
mecanicamente a partir de tubérculos de chufa y tiene el color, sabor y olor caracteristicos de dichos
tubérculos (Real Decreto 1338/1988; MRCSG, 1988).

La elaboracion de la horchata consta de las siguientes etapas: lavado, seleccién (que incluye la eliminacién
de cualquier tubérculo defectuoso), rehidratacion, molturacidn, extraccidon sdlido-liquido, prensado,
tamizado, adicion de azucar y enfriamiento. Obtener el maximo rendimiento de extraccién durante la
elaboracion, a la vez que se mantiene la calidad de la horchata, se vuelve crucial para optimizar el proceso.

Hay que sefalar que existen diferentes tipos de horchata. La horchata de chufa natural se elabora
utilizando la cantidad apropiada de chufas, agua y azucar, de forma que la horchata contenga al menos 12
de cada 100 partes de sélidos solubles, expresados en grados Brix a una temperatura de 20 grados. Tendra
un contenido maximo de almiddn del 1,9% y un contenido minimo graso del 2%. Su pH minimo serd de
6,3. Ademas, el porcentaje de azUcares no serd inferior al 10%. La Unica fuente de almiddn, sélidos solubles
y grasa utilizados en la elaboracion de la horchata seran los tubérculos empleados en dicho proceso (Real
Decreto 1338/1988).

Opcionalmente, la horchata puede elaborarse simplemente mezclando chufas y agua, siendo conocida
entonces como “horchata no azucarada”. En esta formulacién, la horchata debe contener al menos 4,5
por cada 100 partes de sdlidos solubles, expresados en grados Brix a una temperatura de 20 °C. Asimismo,
su contenido de almidén serd, como minimo, del 1,9% vy el de grasas del 2%.



1.2 LA UVA
La viticultura, con mas de 7,5 millones de hectareas dedicadas al cultivo de la vid, se destaca como un
sector clave a nivel mundial (OIV, 2006).

Segun Mullins et al. (1992), en el sur de Caucasia es donde tuvo lugar por primera vez la produccion de
uva V. vinifera. La primera noticia que se tiene de las uvas (V. vinifera spp. sativa) es su recoleccion en
estado silvestre. Los habitantes de estas regiones se dieron cuenta de su valor y comerciaron con la vid a
través de diversas regiones hasta llegar al Mediterraneo, donde los griegos, fenicios y romanos adoptaron
su cultivo, y lo difundieron por toda Europa, llegando incluso a Gran Bretafia. Posteriormente llegd a
Norteamérica, Peru y Chile; mientras que los holandeses la introdujeron en Sudafrica en el afio 1616; los
ingleses introdujeron las vides en Australia con la Primera Flota en 1788 y también en Nueva Zelanda en
sus respectivos viajes.

La uva tiene un alto contenido de azucar cuando estd madura, pectina y una variedad de compuestos
fragantes, dependiendo del cultivo. Estas cualidades, junto con el alto contenido de acido de la fruta,
especialmente acido tartarico, la hacen adecuada para una gran variedad de usos finales, como las pasas,
fruta fresca, conservas, zumos y vino. La uva de mesa ha adquirido gran importancia desde el afio 2000, y
en 2015 representaba el 36% del total. Por otro lado, aproximadamente la mitad de la producciéon mundial
de uva se destina a la elaboracién de vino y otros productos fermentados, mientras que las pasas
representan el 8%, y el zumo y otros usos suponen algo mas del 5% (OIV. 2006).

1.2.1 COMPOSICION Y ELABORACION DEL ZUMO DE UVA

El Cédigo Alimentario Espafiol (1967) define el mosto (también conocido como zumo de uva) como el
zumo que se ha extraido de las uvas, ricas en azlcares, antes de que comience la fermentacidn, excluyendo
el hollejo, las pepitas y los raspones. Esta descripcién puede encontrarse bajo el epigrafe “Bebidas
Alcohdlicas”. El mosto tiene la capacidad de fermentar y convertirse en alcohol, dando lugar al vino. Por
otro lado, se establece que "zumo fresco" se refiere a los liquidos producidos mediante un proceso
industrial utilizando uvas limpias, maduras y lavadas, el cual puede someterse a un proceso adicional para
prolongar su vida util, como la pasteurizacién o esterilizacion (Carrefio et al., 2001). Cabe resaltar que la
cantidad de uva utilizada para zumo y productos afines es poca en comparacién con la empleada para
hacer vino o para uvas de mesa (Basterra, 2018).

El RD 1044/1987 establece las caracteristicas técnicas que debe tener el zumo de uva. Entre otras, que el
zumo obtenido debe contener al menos 16 °Brix a una temperatura de 20 °C, que su acidez total
(expresada en acido tartarico) tiene que estar entre 3,5 y 10 g/L, que el contenido en azlcares totales
(expresado como glucosa) debe ser superior a 140 g/L o que la relacién glucosa/fructosa tiene que estar
entre 0,95y 1,05.

Otras caracteristicas que se especifican son una densidad relativa 20/20° mayor a 1,065; un indice de
formol superior a 9; un contenido en cenizas mayor a 1,4 g/L; un contenido alcohdlico menor a 1°; una
concentracién de fosforo superior a 40 mg/L; un contenido total de nitrégeno mayor a 250 mg/L; una
concentracidn de potasio de mas de 400 mg/L; una cantidad de sulfatos menor a 1 g/L (expresado en
forma de sulfato potasico); un contenido de magnesio mayor a 30 mg/L; o una concentracion de prolina
superior a 150 mg/L.



1.3 LA MANDARINA

Los citricos, originarios del sudeste de Asia, son ampliamente cultivados a nivel mundial. Se reconocen
tres grandes origenes en su cultivo: el noroeste de la India, el norte de Bangladesh y la jurisdiccién de
China central y occidental de Yunnan (Gmitter y Hu, 1990).

Los principales paises productores de citricos en la actualidad son: China, Brasil, India, México y EE.UU
(Sandri, 2023). El cultivo de citricos en Espafia tuvo un crecimiento gradual en los afios 1800, pero fue en
la regidén valenciana (productora del 90% de las naranjas del pais) donde se obtuvieron resultados
comerciales favorables debido a las condiciones climaticas, la calidad del suelo y la facilidad de
replantacién. Entre 1860 y 1870, los citricos alcanzaron una gran importancia econdmica y exportadora,
marcando el inicio de su desarrollo actual, donde la naranja es uno de los principales productos de Espafia.
Durante ese tiempo se introdujo la mandarina en 1845, seguida, un afio después, por la variedad de
naranja sanguina proveniente de Malta (Agusti, 2000).

La mandarina, o Citrus reticulata Blanco, es originaria de China e Indochina y pertenece a la familia de las
rutaceas. Ha alcanzado su maximo desarrollo en las regiones subtropicales situadas entre los 30 y los 40
grados de latitud norte y sur. La produccidn en estas zonas es estacional, y los frutos tienen una excelente
calidad para el consumo cuando aun estan en estado fresco. Son jugosas, tienen un alto contenido de
azucar y se destinan tanto al consumo directo como a la fabricaciéon de zumos.

1.3.1 COMPOSICION Y ELABORACION DEL ZUMO DE MANDARINA

En las frutas citricas y sus zumos se pueden encontrar minerales y sustancias bioactivas, como
carotenoides, flavonoides, vitaminas Ay C. Estas mezclas tienen efectos beneficiosos para la salud, como
la salvaguarda contra el deterioro oxidativo de las células y tejidos, junto con el control del proceso de
division celular. Estos efectos beneficiosos son el resultado de las interacciones sinérgicas entre los
numerosos componentes bioactivos, como los pigmentos carotenoides y la vitamina C.

Segun el RD 781/2013, los "zumos de mandarina" se definen como aquellos que se extraen
mecanicamente del endocarpio maduro de mandarinas en buen estado. Estos zumos deben conservarse
Unicamente por métodos fisicos, sin fermentacion, pero con potencial de fermentacidén. Ademas, deben
estar destinados al consumo inmediato y tener un contenido minimo de °Brix de 11,2 conservando el color
y el sabor distintivos del zumo de mandarina.

1.4 PRETRATAMIENTOS CON PEF PARA MEJORAR LOS PROCESOS DE EXTRACCION

A pesar de que la mayoria de las empresas productoras de zumo no utilizan ningun tipo de preparacién
previa, numerosas investigaciones cientificas (Aguilera, 2017; Caminiti et al., 2012; Aadil et al., 2015)
encaminadas a la mejora continua de los procesos han demostrado que, realizando tratamientos previos
a la extraccién del zumo, es posible aumentar su rendimiento y mejorar su calidad. Algunas de las
tecnologias utilizadas en el tratamiento previo a la extraccidn son el uso de microondas, los tratamientos
enzimaticos, o el uso de pulsos eléctricos de alta intensidad (PEF) (Rodriguez, 2015; Aguilera, 2017). A
continuacién, se hablard de la tecnologia PEF, que es la que se ha utilizado en el presente TFG.

La tecnologia PEF se basa en la utilizacion de campos eléctricos de corta duracién (ms-us) y alta intensidad
(superior a 0,5 kV/cm) para tratar un producto. Para ello, se conectan dos electrodos paralelos en una
camara o célula de tratamiento y se crea un campo eléctrico cuya intensidad depende de la diferencia de
potencial (V) y de la distancia entre los electrodos.

El fenémeno de electroporacion, también conocido como electro permeabilizacidn, se produce al exponer
las células de tejidos vegetales o animales a este campo eléctrico. Durante este proceso, se forman poros
en la membrana celular, aumentando su permeabilidad (Aguilera, 2017).



La electroporacion provoca la formacién de poros en las membranas celulares, debido a que el campo
eléctrico sobrepasa un umbral (a menudo entre 0,5y 1,5 V) y provoca el desplazamiento de los lipidos de
la membrana, la cual es semipermeable. Este cambio puede ser reversible o irreversible (Casado, 2015).
El tamafio y nimero de estos poros es funcidn de la cantidad de energia eléctrica aplicada y de la diferencia
de potencial en la membrana celular.

La electroporacidn reversible se produce cuando los poros son pequefios, y la célula puede regenerar su
membrana y recuperar su viabilidad tras el tratamiento. Por el contrario, |la electroporacién irreversible,
que provoca la muerte celular ya que la célula no puede reparar el dafio causado, se produce cuando los
poros son grandes y estables como consecuencia de la alta intensidad del campo eléctrico aplicado (Martin
Municio & Raso Pueyo, 2018). En la Figura 1 se muestra el esquema de estos procesos.

ELECTROPORACION Reversible
3 v @
=+

Irreversible

+ : *®

Figura 1. Esquema del proceso de electroporacion reversible e irreversible.

Es esencial tener en cuenta una serie de parametros clave durante el tratamiento con PEF. Entre ellos la
intensidad del campo eléctrico, la forma y la duracién del pulso, el tiempo de tratamiento, la energia
especifica utilizada, la frecuencia y la resistencia de la cdmara de tratamiento. Ademas, es importante
considerar el impacto de la temperatura del medio (Martin, 2018) y el tamafio de la célula, pues este
desempefia un papel importante en la electroporacién, ya que una célula mas pequefia requiere un campo
eléctrico externo mas intenso para que su membrana conduzca la electricidad. Por ello se puede distinguir
entre la electroporacién de microorganismos, donde la intensidad de campo ha de ser mucho mayor
(superiores a 15 kV/cm) y cuyo objetivo es su inactivacidn de los microorganismos; y la electroporacion de
células vegetales, las cuales tienen mayor tamafio que los microorganismos, y por lo tanto es necesaria
una menor intensidad del campo (requieren campos inferiores a 10 kV/cm). En este caso el objetivo del
tratamiento para favorecer la extraccién de componentes valiosos para la industria alimentaria, como
aceites, azucar y colorantes, entre otros (Maza et al., 2017).

Por ejemplo, el estudio de Bobinaité et al., (2015), que trabajé sobre arandanos con un tratamiento PEF a
diferentes intensidades de campo (1, 3 y 5 kV/cm) y con una entrada de energia de 1,5 o 10 kJ/kg a una
frecuencia (10 Hz) y anchura de pulso (20 us) constantes, concluyé que, a mayor intensidad, mayor
rendimiento y contenido fendlico. Por otra parte, segln el estudio de Caminiti et al., (2012), donde realizd
un tratamiento PEF con una intensidad de campo de 24 kV/cm, una frecuencia de 18 Hz, 89 pulsos, 1 us
de anchura de pulso y 89 us de tiempo de tratamiento sobre un zumo de zanahoria y naranja, al aplicar el
pretratamiento PEF provocaba un aumento sobre los valores de color, una disminucion sobre los
contenidos fendlicos totales y una inactivacién del 78% de la pectin metilesterasa.

En el estudio realizado por Jemai y Vorobiev (2006) se utilizaba el PEF como un tratamiento intermedio
para la extracciéon de zumo en frio de particulas largas ralladas de remolacha azucarera. Se utilizdé un
equipo de prensado multiplaca, un bastidor a escala piloto (presion de 5-15 bar; llenado de particulas de
4-5-15 kg) y un generador de pulsos (1000 V-1000 A). Se estudié el efecto de reducir la frecuencia del PEF
(es decir, el nUmero de pulsos, que es proporcional al tiempo de tratamiento) en el rendimiento del zumo.
Para ello, se utilizaron diferentes nimeros de pulsos: 100, 300, 500, 750 y 1000, manteniendo constante
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la diferencia de potencial aplicada (1000 V). Este estudio confirmd que la aplicacidon de un tratamiento
intermedio de PEF, tras una etapa inicial de prensado, mejoraba significativamente el rendimiento de
extraccién de zumo. A su vez, los zumos extraidos tras la aplicacion del PEF presentaban una pureza mas
elevada. Por ultimo, también se concluyé que ademas de una mejor calidad del zumo, el analisis de las
pulpas prensadas y lavadas tras el tratamiento con PEF, contenian cantidades sustancialmente mayores
de potasio, sodio y a-amino nitrégeno.

En el estudio de Guderjan etal. (2007) sobre semillas de colza, se utilizaron dos tratamientos PEF
diferentes, uno con intensidades de campo eléctrico de 5,0 kV/cm y 60 pulsos, con un aporte especifico
de energia de 21,4 ki/kg; y otro con 7,0 kV/cm y 120 pulsos y un aporte especifico de energia de 84,0
kJ/kg, en ambos casos la duracion de pulso fue de 30 ps para inducir una permeabilizacion irreversible.
Se concluyd que el tratamiento con PEF tenia un marcado efecto sobre el rendimiento de aceite y el
contenido de ingredientes alimentarios funcionales. Tras la aplicacion del tratamiento PEF se obtuvieron
mayores concentraciones de antioxidantes totales, tocoferoles, polifenoles y fitosteroles en el aceite.
Ademds, el rendimiento de aceite aumento tras el prensado, asi como tras la extraccién con disolventes.
No se determind ningun efecto sobre las propiedades de insaturacién y los valores de saponificacion.

La bibliografia consultada indica que el tratamiento con PEF es una tecnologia prometedora para mejorar
los procesos de extraccién de zumo, asi como de compuestos de interés en semillas. Es por ello por lo que
se plantea el estudio de su utilizacion como pretratamiento en la obtencidn de horchata y de zumo de uva
y mandarina.

2. OBIJETIVOS

El objetivo principal del TFG es determinar si la tecnologia PEF es adecuada en el pretratamiento de
diferentes matrices vegetales (chufa, uva y mandarina) para mejorar los extractos obtenidos a partir de
las mismas.

Para cumplir el objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos especificos:

o Establecer los parametros de tratamiento con PEF para cada una de las matrices.

o Determinar el efecto de las condiciones del pretratamiento con PEF en el rendimiento del extracto
obtenido para las tres matrices estudiadas (zumo en el caso de la mandarina y la uva, y extracto
solido-liquido en el caso de la chufa).

o Determinar el efecto de las condiciones del pretratamiento con PEF en los parametros fisico-
guimicos de interés para cada una de las tres matrices estudiadas.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIA PRIMA

Como materia prima se eligieron tres matrices vegetales con diferentes caracteristicas para elaboracion
de extractos: dos tejidos blandos, uno con semillas (uva) y otro sin semillas (mandarina) y un tejido duro
(chufa). Tanto la chufa, como la uva y la mandarina, se adquirieron en una fruteria en Valencia, Espaia.
Los tres productos se almacenaron en bolsas refrigeradas a una temperatura de 6°C hasta su utilizacién.



3.2 ELABORACION DE LOS EXTRACTOS

3.2.1 HORCHATA DE CHUFA

La horchata fue elaborada utilizando una proporcién de 200g de chufa por cada
litro de agua. El proceso de elaboracién comenzé con 100g de chufas
deshidratadas, que, dependiendo del tratamiento empleado, se rehidrataron
durante 24 h 0 48 h sumergiéndolas en 200mL de agua a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo, las chufas se lavaron con agua de grifo hasta que el agua
de lavado quedé limpia.

A continuacion, las chufas rehidratadas se sometieron a un tratamiento PEF
(EPULSUS-LPM1-10, EnergyPulse Systems, Lda, Lisboa, Portugal). Este paso no se
llevd a cabo en los blancos (muestras sin tratar). Posteriormente, la chufa
rehidratada se colocd en una batidora (TURBO BLENDER, Moulinex, Alencon,
Francia) con 250mL de agua, y la mezcla se disgregé durante 2 minutos. Después,
la mezcla se transfirié al cestillo de la ChufaMix (Vegan Milker Classic, Vegan

Figura 2. Utensilio Vegan
Milker (ChufaMix, Espaiia).

Milker, Alboraia, Espafia), para proceder a su filtrado, asegurandose de obtener la mayor cantidad de

horchata mediante el prensado del bagazo de la chufa utilizando el mortero de la

ChufaMix (Figura 2).

Se utilizé la otra mitad del agua (250mL) para enjuagar los restos de la chufa del vaso de la batidora y
proceder a su filtrado y prensado. Por ultimo, los dos extractos se mezclaron vy filtraron mediante un

colador de malla fina para reducir en contenido de sélidos en suspensién.

3.2.2 ZUMO DE UVA
Para la elaboracidn del zumo de uva, lo primero que se hizo fue pesar 60 g de
uva previamente lavada. Seguidamente, a los granos de uva enteros, se les dio
el tratamiento PEF correspondiente. Este paso no se llevd a cabo en los blancos
(muestras sin tratar).

La extraccion del zumo de uva se realizd en un texturometro TA.XT2i (Texture
Analyser, Stable Micro Systems, Godalming, United Kingdom; Figura 3). Para
facilitar la tarea, las uvas se partieron por la mitad y se colocaron en un cestillo
(Figura 4), que actuaba de filtro una vez el émbolo iniciaba la compresién. Se
programd el texturémetro para que comprimiera la uva a 45 kg de fuerza
durante 60 s. Se repitid el proceso de compresidén (45 kg durante 60 s) una
segunda vez, para aumentar la cantidad de zumo extraido.

3.2.3 ZUMO DE MANDARINA

En la elaboracién del zumo de mandarina, el primer paso fue pelar la mandarina
y separarla en gajos. Seguidamente, se pesaron 60 g y se le dio el tratamiento
PEF correspondiente. Este paso no se llevo a cabo en los blancos (muestras sin
tratar).

Para la extraccidon del zumo de mandarina se siguiéd el mismo proceso de
extraccién que en el caso de la uva, explicado en el apartado 3.2.2.

la elaboracién del zumo de
uva y mandarina.

F

Figura 4. Recipiente y cestillo
donde se introduce la muestra
para prensary recoger el zumo.



3.3 TRATAMIENTO DE ELECTROPORACION CON PEF
El equipo PEF utilizado es el que se muestra en la Figura 5.

Figura 5. Equipo PEF.

Su funcionamiento es el siguiente:

En primer lugar, en la celda de pulsos eléctricos de alta intensidad (Figuras 6 y 7), se introducen las
materias primas correspondientes (chufa, uva o mandarina), junto con 100 mL de agua del grifo

(conductividad de 1,04 mS/cm) que actia como conductora de la corriente.

B i

im0 4 ".".ﬁ
Figura 6. Celda de pulsos eléctricos de alta intensidad para el tratamiento de la chufa.

A

]
C

W-“-"‘

Figura 7. Celda de pulsos eléctricos de alta intensidad empleada para la uva y mandarina.

Seguidamente, se introduce la celda en la cdmara de tratamiento (Figura 8).



Figura 8. Cémara de tratamiento del equipo PEF.

Una vez el equipo estd en funcionamiento, se establecen los pardmetros de ancho de pulso (25 puS),
frecuencia de pulso (10 Hz), intensidad y nimero de pulsos deseado, de acuerdo con estudios realizados
en productos similares. Los parametros utilizados en los tratamientos de cada matriz estan explicados en
los apartados 3.3.1y 3.3.2.

Posteriormente, se carga el equipo para que la celda reciba la intensidad deseada, y una vez el equipo se
ha cargado, se procede a realizar el tratamiento. Al acabar este paso, se procede a la descarga del equipo
para poder retirar la celda. Este proceso se realizé por triplicado para cada tipo de tratamiento.

Finalmente, se procedid a la limpieza de la celda con agua destilada.

3.3.1 PRETRATAMIENTO DE CHUFA CON PEF

Los parametros establecidos en el equipo PEF para investigar el impacto del tratamiento sobre las chufas
fueron una intensidad de campo de 3,63 kV/cm (determinada aplicando 10.000 V y una distancia de 2,75
cm entre los electrodos (Figura 6, apartado 3.3)). El nimero de pulsos utilizados varié (100 y 200 pulsos).
Ademas, se fijé una duracidn del pulso de 25 us y una frecuencia de 10 Hz. Cada tratamiento se realizé
con una muestra de chufa rehidratada correspondiente a 100 g de chufa seca.

Respecto a las muestras sin tratamiento de PEF se establecieron diferentes pardmetros de proceso para
determinar si estos tenian influencia en las caracteristicas de la horchata obtenida. Asi se varié el tiempo
de rehidratacion de las chufas, el tiempo de triturado y se aplicaron o no ultrasonidos a las chufas enteras
en un bafio a 500 rpm durante 3 minutos (Tabla 1).

Tabla 1. Diferentes pardmetros aplicados a los blancos de horchata

Tiempo rehidratacion, T, (h) Tiempo trituracién, T: (min) Aplicacién de US (500 rpm, 3
min)
24 0,5 Si
48 1 No
1,5
2

Segun las variables de la Tabla 1, se establecen las muestras control (Tabla 2)




Tabla 2. Condiciones de los diferentes tratamientos aplicados sobre la chufa para obtener los blancos

Muestra T:*(h) T *(min) Aplicacion de US (500
rpm, 3 min)

Blanco 1 24 2 No

Blanco 2 24 2 Si

Blanco 3 48 2 No

Blanco 4 24 0,5 No

Blanco 5 24 1 No

Blanco 6 24 1,5 No

*Donde T, es tiempo de rehidratacion y T: es tiempo de trituracion.

Se establecieron diferentes procesos de elaboracion de muestras de horchata a partir de chufa tratada
para ser comparadas con los blancos (Tabla 3).

Tabla 3. Condiciones de los diferentes tratamientos aplicados sobre la chufa para los diferentes tratamientos

Muestra T:*(h) Tt *(min) N° pulsos
T1 24 2 100
T2 48 2 100
T3 24 2 200
T4 24 0,5 100
T5 24 0,5 200

*Donde T, es tiempo de rehidratacion y T; es tiempo de trituracion.
En el caso de la horchata, no se van a utilizar los mismos tratamientos para medir los distintos parametros.

Para los parametros de color, sélidos solubles y pH, se utilizan los tratamientos especificados en la Tabla
4,

Tabla 4. Condiciones de los diferentes tratamientos aplicados sobre la chufa para medir el color, los sélidos solubles y el pH

Muestra T:*(h) Tt *(min) Aplicacién de US | N° pulsos
(500 rpm, 3 min)

Blanco 1 24 2 No -

Blanco 2 24 2 Si -

Blanco 3 48 2 No -

T1 24 2 No 100

T2 48 2 No 100

T3 24 2 No 200

*Donde T, es tiempo de rehidratacion y T: es tiempo de trituracion.

Por otro lado, para estudiar los apartados de textura y la composicién de la horchata tras la centrifugacién,
se utilizaron otros tratamientos (presentados en las Tablas 5y 6).

Tabla 5. Condiciones de los diferentes tratamientos aplicados sobre la chufa para medir la textura

Muestra T:*(h) Te *(min) N° pulsos
Blanco 4 24 0,5 -

T4 24 0,5 100

T5 24 0,5 200

*Donde T, es tiempo de rehidratacion y T: es tiempo de trituracion.



Tabla 6. Condiciones de los diferentes tratamientos aplicados sobre la chufa para medir la composicion por centrifugacion

Muestra T:*(h) Te *(min) N° pulsos
Blanco 4 24 0,5 -

Blanco 5 24 1 -

Blanco 6 24 1,5 -

Blanco 1 24 2 -

T4 24 0,5 100

T5 24 0,5 200

T1 24 2 100

T3 24 2 200

*Donde T, es tiempo de rehidratacion y T: es tiempo de trituracion.

Para cada muestra se prepararon 0,5 litros de horchata y se evaluaron los parametros fisico-quimicos de
color, pH, sélidos solubles, composicion de la horchata por centrifugacién (contenido en grasa, agua y
solidos en suspensidn), y textura de la chufa tratada. Estos procedimientos se describen en la seccién 3.4
del presente estudio.

3.3.2 PRETRATAMIENTO DE UVA' Y MANDARINA CON PEF

Del mismo modo, el equipo de PEF utilizado para estudiar el impacto del tratamiento sobre la uva y la
mandarina es el mismo que el utilizado para la chufa, con la diferencia de que, esta vez, se utilizé una celda
diferente que la empleada en la chufa. Esta celda tiene una forma rectangular, y estd formada por dos
electrodos colocados en paralelo, a una distancia de 8 cm entre ellos (Figura 7, apartado 3.3). En ella se
colocaron uvas/mandarinas y se afiadié agua (100 mL) como medio de tratamiento.

Los parametros establecidos fueron una intensidad de campo de 1,25 kV/cm (determinada aplicando
10.000 V), 0,875 kV/cm (determinada aplicando 7.000 V), y 0,5 kV/cm (determinada aplicando 4.000 V).
Ademas, se fijé una duracién del pulso de 25 ps y una frecuencia de 10 Hz. El nimero de pulsos utilizados
vario, y el tratamiento se realizé con 100, 70 y 40 pulsos, ademas de las correspondientes muestras sin
tratar (blancos).

Por tanto, los estudios del impacto del tratamiento con PEF sobre las uvas y las mandarinas se realizaron
mediante 10 tratamientos (nueve niveles de PEF y un blanco sin PEF por triplicado, Tabla 7). Cada
tratamiento se realizd con una muestra de 60 g de fruta.

Tabla 7. Condiciones de los diferentes tratamientos aplicados sobre la uva y la mandarina

Tratamiento Numero de Intensidad de campo
pulsos (kV/cm)
Blanco - -
T1 100 1,25
T2 100 0,875
T3 100 0,5
T4 70 1,25
T5 70 0,875
T6 70 0,5
T7 40 1,25
T8 40 0,875
T9 40 0,5
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Para cada muestra se extrajo el zumo segun se explica en el apartado 3.2.2 y 3.2.3, y se evaluaron los
parametros fisico-quimicos de pH, sélidos solubles y turbidez, en el caso de la uva tratada; y los parametros
de pH, sdlidos solubles, conductividad y turbidez en el caso de la mandarina tratada, ademds del
rendimiento en ambos tejidos.

3.4 DETERMINACIONES FiSICO-QUIMICAS

3.4.1 COLOR

El color de las muestras de horchata se determiné utilizando un espectrofotometro (CM2500d, KONICA
MINOLTA, Osaka, Japdn). Tras calibrarlo, se obtuvieron las coordenadas en el espacio CIEL*a*b*, teniendo
en cuenta los valores de las coordenadas del componente espectral incluido (SCI). En cada muestra se
realizaron las mediciones por triplicado.

Una vez obtenidos los valores L*, a* y b*, se utilizaron las ecuaciones 1y 2 para evaluar los atributos del
color, que incluyen la tonalidad (ecuacidn 1) y la pureza/croma del color (ecuacién 2). Ademas, mediante
la ecuacion 3, se determind si la diferencia de color entre las muestras obtenidas con chufas tratadas y no
tratadas eraigual o superior a un minimo de tres, es decir, si era lo suficientemente grande como para ser
detectable por el ojo humano (Talens Oliag, 2017).

b *
hab x= arctg (;) (D

C x=+/(a*)?+ (b *)? 2)

AE = /(L %)2 + (a %) + (b *)2 3)

Al ser muestras liquidas, la medicidn se realizé dentro de una cubeta transparente

(Figura 9). Esto se hizo para evitar cualquier interferencia provocada por el material de Figura 9. Cubeta

la cubeta, asi como cualquier interferencia potencial provocada por el uso de un transparente para la
. . . . , medida de color.

recipiente que creara una burbuja de aire en la parte superior (Redondo Garcia, 2021).

3.4.2 CONDUCTIVIDAD

Para medir la conductividad de cada muestra, se utilizé un conductimetro (SevenExcellence, METTLER
TOLEDO, Toledo, Espafia), el cual, tras calibrarlo, expresaba la conductividad en ps/cm a temperatura
ambiente.

3.4.3 TURBIDEZ

Para determinar la turbidez, se utilizé un turbidimetro (D-110, DINKO, Barcelona, Espaiia), el cual
expresaba la turbidez en NTU. Para ponerlo a punto, se realizé una calibracién previa con
soluciones de 5, 40 y 400 NTU, y después medir el blanco con agua destilada, los cuales se ponian
en una cubeta de cristal transparente (Figura 10).

3.4.4 SOLIDOS SOLUBLES

Se utilizé un refractometro (Digital Refractometer HI96801, HANNA instruments, Padua, Italia)

para medir los sélidos solubles contenidos en la muestra y expresados como °Brix a Figura 10. Cubeta
temperatura ambiente. El rango de medicidn del refractdmetro fue de 0 a 85 °Brix. Cada de cristal  para
muestra se analizé por triplicado. medir la turbidez.
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3.45 PH

Se midié el pH con un pH-metro (pH/ION-metro, VWR, IS 2000L, Lovaina, Bélgica).

En primer lugar, habia que calibrar el equipo antes de cada medicion. A continuacion, se colocaba una
muestra, previamente agitada, en una cubeta de 20 mL mientras permanecia a temperatura ambiente. La
lectura del pH tardaba unos 2 min en registrarse una vez que el valor se estabilizaba.

3.4.6 RENDIMIENTO DEL ZUMO

El rendimiento se calculd a partir de la siguiente férmula:

o Peso del zumo (g)
Rendimiento = x 100
Peso de la futa (g)

El peso de la fruta fue anotado antes de partir la matriz.

El peso del zumo se determiné a partir del extraido tras la segunda prensada.

3.4.7 OTROS PARAMETROS ANALIZADOS EN CHUFA Y HORCHATA
Ademads de los pardmetros que se establecen en los apartados 3.4.1, 3.4.4 y 3.4.5, en el caso de las
chufas y la horchata se determind la textura y la composicion por centrifugacion.

La textura se midid para determinar si habia influencia del nimero de pulsos aplicados, mientras que la
proporcién de cada una de las fases tras la centrifugacion se determind para
establecer la influencia del tiempo de triturado y de la aplicacion de PEF en la
composicion de la horchata.

En el caso de la textura, se analizaron muestras rehidratadas durante 24 h, una sin
tratar (blanco) y 2 muestras sometidas a tratamiento con diferente nimero de
pulsos (100 y 200, respectivamente). Estos tres tratamientos se realizaron por
triplicado (Tabla 5, apartado 3.3.1)

La textura de la chufa antes y después del tratamiento con PEF se midié mediante
un texturdmetro universal (TA.XT2i Texture Analyser, Stable Micro Systems,
Godalming, United Kingdom) utilizando la sonda de corte (referencia A/BS) que se —
muestra en la Figura 11. El ensayo de textura se realizé con una velocidad pre-test Figura 11. Celda 'y
de 2 mm/s, una velocidad post-test de 10 mm/s y una distancia recorrida por la émb‘_’/o utilizado  para
sonda de 25 mm. Se registré la curva fuerza-tiempo, a partir de la cual se calcularon sz% la-textura de la
los parametros del areay la fuerza maxima.

Ademads, se determind la composicidon de la horchata por centrifugacioén, realizdndose un total de 4
blancos, los cuales tenian diferente tiempo de triturado entre ellos, y 4 tratamientos, los cuales diferian
en el tiempo de triturado y en el nimero de pulsos. (Tabla 6, apartado 3.3.1).

La composicién aproximada de las diferentes fases de la horchata (fase grasa, fase acuosa y sélidos en

suspension) se estimé centrifugando (5804R, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) 8,5mL de horchata en
tubos de 10mL durante 5 min a 800 rpm.
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3.5 ANALISIS ESTADISTICO
Se realizd un andlisis estadistico utilizando la herramienta StatGraphics XVIII - X64 para determinar si los
parametros mencionados en el apartado 3.4 se ven influenciados por los diferentes tratamientos con PEF.

Con el fin de definir las diferencias y el nivel de significacion entre las muestras examinadas, se utilizdé un
ANOVA simple y un ANOVA multifactorial, ambos con un nivel de confianza del 95%. El método utilizado
para discriminar entre las medias fue el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.
4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se muestran los resultados de la influencia de la aplicacién de PEF en los parametros fisico-

guimicos, asi como sobre el rendimiento de extraccion en los tres productos analizados.

4.1 HORCHATA

4.1.1 PH

Los valores medios de pH para cada tipo de condicion de tratamiento se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Valores medios de pH en horchata tratada con diferente nimero de pulsos (PEF)

MUESTRA pH
BLANCO 1 (24 h) 6,3625 + 0,00052
BLANCO 2 (24 h, US) 6,287 +0,0030°
BLANCO 3 (48 h) 6,332 £ 0,0030°¢
T1 (24 h, 100 pulsos) 6,4095 + 0,0005¢
T2 (48 h, 100 pulsos) 6,386 + 0,0020°
T3 (24 h, 200 pulsos) 6,466 + 0,0020

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras, con un nivel de confianza del 95%.
Tras obtener los resultados de cada una de las muestras, se realizé un analisis estadistico para comprobar

si existen diferencias significativas entre los valores. El andlisis de la varianza (ANOVA) revel 6 diferencias
significativas (p<0,05) de pH entre las diferentes muestras.

Medias y 95,0% de Fisher L SD

6,5 -

6,45 — -

T635F _

6,25 — -

6,2 |- _
B1 B2 B3 T T2 T3
Tratamientos

Figura 12. Grdfico de medias e intervalos LSD de pH para horchata tratada con diferente numero de pulsos (PEF)
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Ademas, observando el grifico de medias e intervalos LSD (Figura 12), se pueden ver las diferencias
significativas entre los tratamientos.

La primera es que se produce una disminucién del pH entre el Blanco 1y el Blanco 2; y entre el Blanco 1y
el Blanco 3, se produce una bajada del pH, pero no tan brusca como la anterior. Estos resultados indican
qgue no merece la pena ni incrementar el tiempo de rehidratacion de la chufa, ni aplicar US a las muestras,
puesto que el pH de la horchata de chufa natural debe ser superior a 6,3 (apartado 1.1.1), cosa que no
sucede con el Blanco 2, pero si que se aplica para el resto de las muestras.

En la figura 12 se observa que la aplicacién de PEF implica aumento del pH. Se observan valores mayores
en el T3 (mayor numero de pulsos). Se puede concluir que todas las muestras blanco tienen el pH mas
bajo que las muestras tratadas, y que, al tratar, conforme mas intenso es el tratamiento, mdas aumenta el
pH de las muestras, por lo que, en las condiciones ensayadas, la aplicacion de PEF en chufas rehidratadas
supone un aumento del pH de la horchata elaborada, no siendo necesario aplicar mdas de 100 pulsos ni
rehidratar mas de 24 horas.

4.1.2 SOLIDOS SOLUBLES

Los valores medios de sélidos solubles expresados como °Brix para cada una de las condiciones de
tratamiento aplicadas se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Valores medios de °Brix en horchata tratada con diferente nimero de pulsos (PEF)

MUESTRA °Brix
BLANCO 1 (24 h) 3,5+ 0,10°
BLANCO 2 (24 h, US) 3,95 +0,05°
BLANCO 3 (48 h) 3,5+ 0,10°
T1 (24 h, 100 pulsos) 3,9+0,10°
T2 (48 h, 100 pulsos) 3,3 +0,06°
T3 (24 h, 200 pulsos) 3,85+ 0,05°

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras con un nivel de confianza del 95%.

Tras el analisis estadistico (ANOVA), se observaron diferencias significativas (p<0,05) en los niveles de °Brix
entre los distintos tratamientos (Figura 13).
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 13. Grdfico de medias e intervalos LSD de °Brix para horchata tratada con diferente numero de pulsos (PEF)

Valores superiores en el contenido en sélidos solubles indican que se ha producido una solubilizacién mas
intensa de los sélidos de la chufa al elaborar la horchata.

En primer lugar, se observa como el valor medio en el Blanco 1 es igual al Blanco 3; siendo estos valores
menores al valor medio de °Brix del Blanco 2. Por lo tanto, la aplicaciéon de US tiene una influencia
significativa (p<0,05) sobre la cantidad de sdlidos extraidos de la chufa en el momento de la elaboracién
de la horchata. Asi pues, para extraer mayor cantidad de sélidos solubles, no interesaria aumentar el
tiempo de rehidratacién de la chufa y si que puede convenir la aplicacién de ultrasonidos.

Por otra parte, se ve un aumento de sélidos solubles entre el Blanco 1y el Tratamiento 1, lo que indicaria
que al aplicar PEF se aumenta la extraccion de sélidos solubles. El Tratamiento 1 no difiere de los valores
del Tratamiento 3, por lo que si que hay un efecto del pretratamiento PEF sobre el pardmetro de sélidos
solubles, pero con 100 pulsos seria suficiente, no haria falta subir a 200 pulsos. Cuando el tiempo de
rehidratacién es de 48 h no se obtienen diferencias significativas en el contenido en sdlidos solubles al
aplicar PEF (Blanco 3 vs Tratamiento 2). Por otro lado, no se observan diferencias significativas entre el
Blanco 2 y los Tratamientos 1y 3. Esto indicaria que la aplicacién de ultrasonidos y de PEF tiene un efecto
similar en cuanto a la extraccidn de sélidos solubles.

Como conclusion, los resultados indican que la aplicacién de PEF a las chufas supone un aumento de los
solidos solubles de la muestra, no siendo necesario ni rehidratar durante mas de 24 horas la chufa, ni
aplicar mas de 100 pulsos durante el pretratamiento.

4.1.3 COLOR

Los resultados de la Tabla 10 muestran los valores medios del sistema de coordenadas CIEL*a*b*
obtenidos para cada una de las condiciones ensayadas. Estos valores se utilizaron para calcular los
atributos de color y la diferencia de color (AE) entre cada condicion de Tratamiento y el Blanco (horchata
no tratada con PEF) respectivo. Estas muestras se comparan en la Tabla 11 mostrada mas adelante.
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Tabla 10. Coordenadas CIEL*a*b* de horchata tratada con diferente nimero de pulsos (PEF)

MUESTRA L* (Luminosidad) a* b*

BLANCO 1 (24 h) 76,77 +0,40° 0,13 +0,03? 17,45 +0,11°
BLANCO 2 (24 h, US) 77,3 +0,06° 0,32 +0,04° 17,74 +0,03°
BLANCO 3 (48 h) 77 +0,90° 0,14 + 0,032 17 +0,40°

T1 (24 h, 100 pulsos) 77,32 +0,05° 0,145 +0,04° 16,7 £ 0,10°
T2 (48 h, 100 pulsos) 77,2 +0,05° 0,103 +0,015? 16,7 +0,70¢
T3 (24 h, 200 pulsos) 76,82 + 0,04% 0,15 +0,0142 17,1 +0,80¢

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras con un nivel de confianza del 95%.

Por otro lado, si nos centramos en el pardmetro de la luminosidad (L*, Figura 14), observamos como tanto
la aplicacion de US como el aumento del tiempo de rehidratacion suponen un aumento de la luminosidad
en los blancos. Sin embargo, al aplicar el pretratamiento PEF, si bien es cierto que el T1 aumenta respecto
al B1, no hay diferencia con entre el B1y el T3, ni entre el B3y el T2.

Respecto al parametro del valor de a* (Figura 15) y la tonalidad (hab*, Figura 17), se observa como en
ambos casos la aplicacién de PEF no supone ninguna variacidn en ellos, sin embargo, al aplicar US si que
supone un aumento del valor de a* y un descenso de la tonalidad.

Por ultimo, observando las Figuras 16 (b*) y la Figura del croma de color (C*, Figura 18), podemos ver
como hay una bajada respecto al blanco correspondiente de estos dos factores cuando se aplica el
pretratamiento PEF, habiendo tambien una bajada entre el Blanco 1y el Blanco 3, y un aumento de estos
factores entre el Blanco 1y el Blanco 2.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 14. Grdfico de medias e intervalos LSD de L* para horchata tratada con diferente nimero de pulsos (PEF)
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 15. Grdfico de medias e intervalos LSD de a* para horchata tratada con diferente nimero de pulsos (PEF)

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 16. Grdfico de medias e intervalos LSD de b* para horchata tratada con diferente numero de pulsos (PEF)
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 17. Grdfico de medias e intervalos LSD de hab* para horchata tratada con diferente numero de pulsos (PEF)
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Figura 18. Grdfico de medias e intervalos LSD de C* para horchata tratada con diferente niumero de pulsos (PEF)
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Tabla 11. Atributos de color y diferencia de color de horchata tratada con diferente nimero de pulsos (PEF)

MUESTRA hab* c* AE
(Tonalidad) (Pureza)
BLANCO1 | 89,57+0,10* | 17,45+0,11® | -
(24 h)
BLANCO?2 | 88,98+0,11° | 17,74+0,03° | -
(24 h, US)
BLANCO3 | 89,45+0,09% | 16,75 +0,13¢ -
(48 h)
T1 (24 h, 89,40 £0,02% | 16,77 £0,01°¢ 0,89
100 pulsos)
T2 (48 h, 89,63 +0,05° | 16,20 +0,03¢ | 0,58
100 pulsos)
T3 (24 h, 89,44 +0,05% | 16,51 +0,06° | 0,95
200 pulsos)

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras con un nivel de confianza del 95%.

Por tanto, los valores de diferencia de color (AE), cuando se compara la muestra tratada con PEF y la sin
tratar, son inferiores a 1 unidad (Tabla 11), por lo que la variacion de color no es detectable por el ojo
humano, ya que no supera el umbral de 3 unidades. Por lo tanto, la aplicacién de PEF en chufa no tiene
influencia en el color de la horchata obtenida.

4.1.4 TEXTURA

Tal y como se ha indicado anteriormente, la textura se midié con el texturémetro en muestras sin ningtn
pretratamiento PEF y con el tratamiento correspondiente. En la Figura 19 se muestran un ejemplo de las
curvas obtenidas en cada tratamiento. Las curvas obtenidas fueron similares, lo que indicaria que, en las

condiciones ensayadas, debido a la elevada dureza de la chufa, el tratamiento con PEF no tuvo influencia
en su textura.
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Figura 19. Grdfico de las curvas de la textura de la chufa.

En la Tabla 12 se muestran los valores obtenidos en el texturémetro en cuanto a la fuerza maxima y el
area.
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Tabla 12. Valores medios de pardmetros texturales medidos en chufa tratada con diferente nimero de pulsos (PEF)

MUESTRA Fuerza maxima (N) Area (N.s)
BLANCO 4 (24 h, 270+ 13° 906 £ 12°
305s)
T4 (24 h, 100 258 £ 14° 1219 + 2607
pulsos)
T5 (24 h, 200 287 £ 26° 989 + 24°
pulsos)

Respecto a la fuerza maximayy al drea (Tabla 12), se puede ver cdmo no hay un efecto significativo (p>0,05)
del tratamiento PEF sobre la textura de la chufa. Esto puede ser debido, tal y como se ha dicho antes, a la
elevada dureza de la misma.

4.1.5 DETERMINACION DE LA COMPOSICION DE LA HORCHATA POR CENTRIFUGACION
Por otro lado, en la Tabla 13 se muestran los valores obtenidos en cuanto a la composicién de la horchata
(fase grasa, fase acuosa y fase de sélidos en suspensidn) obtenida por centrifugacion.

Tabla 13. Valores medios de distribucion de las fases para 8.5 mL de horchata tras la centrifugacion de muestras tratadas con
diferente intensidad y numero de pulsos (PEF)

MUESTRA Fase grasa (mL) | Fase acuosa (mL) Fase de sdlidos en suspension
(mL)

BLANCO 4 (24 h, 30s) 0,6 +0,00° 8,1+ 0,00° 0,4 +0,00°
BLANCO 5 (24 h, 1 min) 0,8 +0,10° 7,82 £0,19% 0,54 + 0,04°
BLANCO 6 (24 h, 1,5 min) 0,95 + 0,05 7,55 +0,15° 0,5+ 0,00°
BLANCO 1 (24 h, 2 min) 0,95 + 0,05 7,7 £0,05° 0,55 + 0,00
T4 (24 h, 100 pulsos, 30s) 0,8 +0,00° 7,7 £0,10° 0,6 + 0,00
T5 (24 h, 200 pulsos, 30s) 0,8 +0,00° 7,93 +0,03? 0,63 +0,03¢
T1 (24 h, 100 pulsos, 2 min) 1,05 + 0,05¢ 7,65 +0,10° 0,65 + 0,00°
T3 (24 h, 200 pulsos, 2 min) 1,05 + 0,05°¢ 7,7 +£0,05° 0,6 + 0,05

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras con un nivel de confianza del 95%.

En la figura 20, observamos las diferentes fases de la horchata tras haber sido centrifugada.

Figura 20. Figura ejemplo de composicion de la horchata en el B6
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Figura 21. Grdfico de medias e intervalos LSD de la fase grasa para muestras de horchata tratadas con diferente numero de
pulsos (PEF) y diferente tiempo de triturado

Respecto al contenido de la fase grasa (Figura 21), se puede ver como la cantidad de grasa aumenta en las
muestras que no estan pretratadas con PEF conforme aumenta el tiempo de triturado para elaborar la
horchata. El Blanco 4 presenta diferencias significativas (p<0,05) con el resto de los tratamientos. No
obstante, el analisis estadistico indica que a partir de un tiempo de triturado de 1 min no se observan
diferencias significativas en el contenido de grasa extraida para los diferentes tiempos de triturado.

Ademds, si se compara el Blanco 4 con el Tratamiento 4 y el Tratamiento 5, se puede ver cdmo hay un
aumento de la fase grasa debido al pretratamiento PEF, pero no hay diferencias al aplicar distinto nimeros
de pulsos.

Por otro lado, el Blanco 1 no presenta diferencias significativas (p>0,05) con el Tratamiento 1 y el
Tratamiento 3, lo que indicaria que al aumentar el tiempo de triturado la extraccion de grasa no aumenta
al aplicar PEF.

Estos resultados indicarian que, para tiempos cortos de triturado de la chufa el tratamiento con PEF

implica una mayor extraccidn de grasa. Al triturar la chufa durante mads tiempo se consigue extraer mas
grasa y en esos casos el efecto del PEF no es significativo.
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Figura 22. Grdfico de medias e intervalos LSD de la fase acuosa para muestras de horchata tratadas con diferente numero de
pulsos (PEF) y diferente tiempo de triturado

Si se pone el foco en la fase acuosa (Figura 22), se puede ver como disminuye generalmente en las
muestras que no estan pretratadas con PEF conforme aumenta el tiempo de triturado para elaborar la
horchata. No obstante, el analisis estadistico indica que a partir de un tiempo de triturado de 1,5 min no
se observan diferencias significativas en el contenido de la fase acuosa extraida para los diferentes tiempos
de triturado. Sin embargo, en las muestras pretratadas con PEF no se observa ningln patron especifico.

Por otro lado, si se compara el Blanco 4 con el Tratamiento 4 y el Tratamiento 5, se puede ver cdmo hay
una disminucion de la fase acuosa debido al pretratamiento PEF, pero no hay diferencias significativas
(p>0,05) entre los distintos nimeros de pulsos, ni entre el Tratamiento 5 y el Blanco 4.

Del mismo modo, el Blanco 1 no presenta diferencias significativas (p>0,05) con el Tratamiento 1 y el
Tratamiento 3, manteniéndose la cantidad de fase acuosa con el uso del PEF, no notandose cambios con
el nimero de pulsos tampoco.

Asi pues, se observa un efecto significativo (p<0,05) del tiempo de triturado, viéndose una disminucién de

la fase acuosa conforme aumenta el tiempo de triturado, ya que, tal y como se ha visto antes, el contenido
graso aumenta. También se ve que no hay influencia del tratamiento PEF.
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Figura 23. Grdfico de medias e intervalos LSD de la fase de sdlidos en suspension para muestras de horchata tratadas con
diferente numero de pulsos (PEF) y diferente tiempo de triturado

Respecto a los sélidos en suspension (Figura 23), se puede ver como el Blanco 4 presenta diferencias
significativas (p<0,05) con el resto de los tratamientos. Con respecto a los blancos a partir de un tiempo
de triturado de 1 min no se observan diferencias significativas en el contenido de sélidos en suspension.
Si se compara el Blanco 4 con el Tratamiento 4 y el Tratamiento 5, se observa un aumento en los sélidos
en suspensién debido al pretratamiento PEF, no habiendo diferencias significativas entre un distinto
numero de pulsos.

Sin embargo, el Blanco 1 no presenta diferencias significativas con el Tratamiento 3 y si las presenta con
el Tratamiento 1. Esto indica que en el caso de mayores tiempos de triturado se produce mayor extraccion
de sélidos en suspensidn y en esas condiciones el tratamiento con PEF no parece tener un efecto claro. Al
comparar los diferentes tratamientos aplicados, no se observan diferencias significativas entre ellos lo que
indica que el numero de pulsos aplicados no influye en la extraccidn de sélidos en suspension.

4.2 UVA

Tanto en la uva (apartado 4.2) como en la mandarina (apartado 4.3), el efecto de los diferentes
tratamientos (Tabla 7) empleados sobre estas frutas para los parametros establecidos en el apartado 3.3.2
se analizd mediante: un ANOVA simple para ver el efecto del tratamiento PEF, comparado con el Blanco;
y, por otro lado, mediante una ANOVA multifactorial, para estudiar el efecto de los factores de la
intensidad de campo y el numero de pulsos en los tratamientos de PEF.
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42.1 pH

En la Tabla 14 se muestran los resultados de los valores medios de pH para los diferentes tratamientos
realizados sobre la uva para la obtencidon de zumo.

Tabla 14. Valores medios de pH en zumo obtenido de uva tratada con PEF a diferente intensidad y numero de pulsos

MUESTRA pH

BLANCO 3,94 £ 0,06°
T1 (1,25 kV/cm, 100 pulsos) 3,941 +0,003°
T2 (0,875 kV/cm, 100 pulsos) 3,83 +0,05°
T3 (0,5 kV/cm, 100 pulsos) 4,066 +0,015°¢
T4 (1,25 kV/cm, 70 pulsos) 3,87 £ 0,03
T5 (0,875 kV/cm, 70 pulsos) 3,852 +0,010%°
T6 (0,5 kV/cm, 70 pulsos) 3,95 +0,03°
T7 (1,25 kV/cm, 40 pulsos) 4 +0,017%*
T8 (0,875 kV/cm, 40 pulsos) 4,11 +0,05c*
T9 (0,5 kV/cm, 40 pulsos) 4,08 +0,04°¢

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras, con un nivel de confianza del 95%

En la tabla 14 se observa que hay diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre el blanco y los
tratamientos 2, 3, 7, 8 y 9. Por tanto se observa que, en general, la aplicacién de PEF produce un ligero
aumento del pH respecto al blanco, aunque las diferencias no son muy marcadas y solo se observan en
algunos tratamientos.

Para determinar el efecto que han tenido los factores del PEF (nimero de pulsos e intensidad de campo)
sobre los tratamientos, se realiz6 un ANOVA multifactorial, siendo en este caso el pH la variable
dependiente, y el nimero de pulsos y la intensidad de campo los factores.

Tras realizar el ANOVA multifactorial, se observaron diferencias significativas (p<0,05) en los niveles de pH
tanto para el factor de nimero de pulsos (Figura 24), como el factor de intensidad de campo entre los
distintos tratamientos (Figura 25).

Ademas, puede observarse en el grafico de medias e intervalos LSD (Fig. 24) las diferencias significativas

entre los diferentes nimeros de pulsos (100, 70 y 40). Se puede ver cdmo, con 40 pulsos, si que hay un pH
estadisticamente (p<0,05) mayor con respecto a 70 y 100 pulsos.
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Figura 24. Grdfico de medias e intervalos LSD de pH para zumo de uva en funcién del numero de pulsos (PEF)

Respecto al factor de intensidad de campo, pueden observarse en el grafico de medias e intervalos LSD
(Fig. 25) las diferencias significativas (p<0,05) entre las diferentes intensidades de campo (1,25, 0,875 y
0,5 kV/cm). Se puede ver como con 0,5 kV/cm si que hay una pH estadisticamente (p<0,05) superior al
encontrado en los tratamientos con 0,875 y 1,25 kV/cm. Por otro lado, los tratamientos con 0,875y 1,25
kV/cm no presentan diferencias significativas entre ellos (p>0,05).
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Figura 25. Grdfico de medias e intervalos LSD de pH para zumo de uva en funcion de la intensidad de campo (PEF)

Asi pues, se puede concluir que, a mayor nimero de pulsos y mayor intensidad de campo, menor pH va
a tener la muestra, no habiendo diferencias a partir de 0,875 kV/cm o 70 pulsos.
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4.2.2 SOLIDOS SOLUBLES

En la Tabla 15 se muestran los resultados de los valores medios de sdlidos solubles para los zumos
obtenidos a partir de uva sometida a diferentes tratamientos.

Tabla 15. Valores medios de °Brix en zumo de uva tratado con diferente intensidad y nimero de pulsos (PEF)

MUESTRA °Brix
BLANCO 15,4 £ 0,507
T1 (1,25 kV/cm, 100 pulsos) 17,6 £ 0,50°
T2 (0,875 kV/cm, 100 pulsos) 13,9 +0,50°¢
T3 (0,5 kV/cm, 100 pulsos) 17,37 +0,17°

T4 (1,25 kV/cm, 70 pulsos) 15,1 + 0,60°
T5 (0,875 kV/cm, 70 pulsos) 15,59 +0,18°
T6 (0,5 kV/cm, 70 pulsos) 14,9 £ 0,30°%
T7 (1,25 kV/cm, 40 pulsos) 16 +0,30°
T8 (0,875 kV/cm, 40 pulsos) 17,1 £0,20°
T9 (0,5 kV/cm, 40 pulsos) 16,54 + 0,16®

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras, con un nivel de confianza del 95%

En la Tabla 15 se observa que si que hay diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en los niveles
de °Brix entre el blanco y los Tratamientos T1, T2, T3, T8 y T9. En general, se observa que la aplicacion de
PEF produce un ligero aumento del contenido en sélidos solubles, respecto a las muestras no tratadas,
aunque las diferencias no son muy marcadas y solo se observan en algunos tratamientos.

Ademas, tras la realizacién del ANOVA multifactorial, no fue posible identificar diferencias significativas
(p>0,05) en los niveles de °Brix para el factor de intensidad de campo (Figura 26).

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 26. Grdfico de medias e intervalos LSD de sdlidos solubles para zumo de uva en funcion de la intensidad de campo (PEF)

Sin embargo, si que hay efecto significativo en funcién del nimero de pulsos, puesto que, tal y como se
observa en la Figura 27, con un numero de pulsos de 70 se obtienen valores menores de sélidos solubles
gue con 40 pulsos. No obstante, al aumentar el nimero de pulsos a 100 no hay diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) respecto al uso de 40 y 70 pulsos.
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Figura 27. Grdfico de medias e intervalos LSD de sdlidos solubles para zumo de uva en funcion del nimero de pulsos (PEF)

Asi pues, los resultados obtenidos indican que no hay un efecto claro del tratamiento con PEF sobre la
cantidad de sélidos solubles en el zumo de uva extraido.

4.2.3 TURBIDEZ

En la Tabla 16 se muestran los resultados de los valores medios de turbidez para los diferentes
tratamientos realizados sobre la uva para la obtencién de zumo.

Tabla 16. Valores medios de turbidez en zumo de uva tratado con diferente intensidad y nimero de pulsos (PEF)

MUESTRA Turbidez (NTU)
BLANCO 798 £ 0°
T1 (1,25 kV/cm, 100 pulsos) 797 £ 0P
T2 (0,875 kV/cm, 100 pulsos) 797 £ 0°
T3 (0,5 kV/cm, 100 pulsos) 797 £ 0P
T4 (1,25 kV/cm, 70 pulsos) 797 £ 0°
T5 (0,875 kV/cm, 70 pulsos) 797 £ o°
T6 (0,5 kV/cm, 70 pulsos) 797 £ 0P
T7 (1,25 kV/cm, 40 pulsos) 797 £ 0°
T8 (0,875 kV/cm, 40 pulsos) 798 £ 0°
T9 (0,5 kV/cm, 40 pulsos) 798 +0°

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras, con un nivel de confianza del 95%

Tras examinar la Tabla 16 para analizar las diferencias entre el blanco y las muestras tratadas con PEF, se
observa que no hay diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre el blanco y los T8 y T9. Por
otro lado, se observan diferencias significativas (p<0,05) con el resto de los tratamientos (T1, T2, T3, T4,
T5,T6y T7), disminuyendo la turbidez con el tratamiento de PEF. En general, la aplicaciéon de PEF produce
una ligera disminucion de la turbidez respecto al blanco, aunque las diferencias son minimas y solo se
observan en algunos tratamientos.
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Por otro lado, segiin el ANOVA multifactorial, tanto en el factor de nimero de pulsos (Figura 28) como en
el factor de intensidad de campo (Figura 29) se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre los
distintos tratamientos. Se puede ver como con 40 pulsos si que hay una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) con respecto a 70 y 100 pulsos, es decir, que con los tratamientos de uva con 40

pulsos se obtienen valores de turbidez del zumo superiores a los obtenidos al tratar la uva con 70 y 100
pulsos.
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Figura 28. Grdfico de medias e intervalos LSD de turbidez para zumo de uva en funcidn del nimero de pulsos (PEF)

Respecto al factor de intensidad de campo, se puede ver como con 1,25 kV/cm si que hay una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto a 0,5 y 0,875 kV/cm, obteniéndose una mayor
turbidez en los zumos obtenidos a partir de uva tratada a 0,5 y 0,875 kV/cm. Los tratamientos con 0,5y
0,875 kV/cm no presentan diferencias significativas entre ellos (p>0,05).
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Figura 29. Grdfico de medias e intervalos LSD de turbidez para zumo de uva en funcién de la intensidad de campo (PEF)

Asi pues, se puede concluir que, a mayor numero de pulsos, o mayor intensidad de campo, menor
turbidez va a tener la muestra, no habiendo diferencias a partir de 1,25 kV/cm o 70 pulsos.
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4.2.4 RENDIMIENTO

En la Tabla 17 se muestran los resultados de los valores medios de rendimiento para los diferentes
tratamientos de zumo de uva.

Tabla 17. Valores medios de rendimiento en zumo de uva tratado con diferente intensidad y nimero de pulsos (PEF)

MUESTRA Rendimiento (%)
BLANCO 19+3°
T1 (1,25 kV/cm, 100 pulsos) 36+3°
T2 (0,875 kV/cm, 100 pulsos) 44 + 3
T3 (0,5 kV/cm, 100 pulsos) 41 + 5b°
T4 (1,25 kV/cm, 70 pulsos) 47 £ 3¢
T5 (0,875 kV/cm, 70 pulsos) 44 + 3b°
T6 (0,5 kV/cm, 70 pulsos) 33+5°
T7 (1,25 kV/cm, 40 pulsos) 37 £ 4%
T8 (0,875 kV/cm, 40 pulsos) 28 + 3%
T9 (0,5 kV/cm, 40 pulsos) 33+5°

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras, con un nivel de confianza del 95%

Tras obtener los resultados individuales de cada muestra, se compara el blanco con las muestras tratadas
con PEF, para ver el efecto que ha tenido. Observando la Tabla 17, se puede ver que hay diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre el blanco y el resto de los tratamientos, a excepcion del
Tratamiento 8. Es decir, que el tratamiento del blanco es diferente al del resto de tratamientos excepto el
8.

Los resultados muestran que el pretratamiento con PEF mejora notablemente el rendimiento en
comparacién con la muestra no tratada.

Si se evalua cémo afectan los factores del PEF (nimero de pulsos e intensidad del campo) en los
tratamientos (Figura 30), se identifica que si que hay diferencia significativa (p<0,05) entre los diferentes
numeros de pulsos (100, 70 y 40, Figura 30). Se puede ver como con 40 pulsos se obtiene menor
rendimiento que con 70y 100 pulsos.

29



Medias y 95,0% de Fisher LSD

Rendimiento (%)
5 5 & &
T I I T
| | | |

S

[*5]
-
I

|

40 T0 100
Niamero de Pulsos

Figura 30. Grdfico de medias e intervalos LSD de rendimiento para zumo de uva en funcion del numero de pulsos (PEF)

Por otro lado, no fue posible identificar diferencias significativas (p>0,05) para el factor de intensidad de
campo en los niveles de rendimiento entre los distintos tratamientos (Figura 31).
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Figura 31. Grdfico de medias e intervalos LSD de rendimiento para zumo de uva en funcion de la intensidad de campo (PEF)

En conclusidn, se puede decir que hay un efecto del tratamiento con PEF respecto al blanco, provocando
una mejora del rendimiento. Por otro lado, no hay ningun efecto de la intensidad de campo sobre el
rendimiento del zumo de uva, aunque si que hay un efecto del nimero de pulsos, concluyéndose que, a

mayor nimero de pulsos, mayor es el rendimiento de la muestra, no habiendo mejora a partir de 70
pulsos.

30



4.3 MANDARINA

43.1 PH

En la Tabla 18 se muestran los resultados de los valores medios de pH para los diferentes tratamientos
realizados sobre la mandarina antes de la obtencién de zumo.

Tabla 18. Valores medios de pH en zumo de mandarina tratado con diferente intensidad y nimero de pulsos (PEF)

MUESTRA

pH

BLANCO

4,348 +0,016°

T1 (1,25 kV/cm, 100 pulsos)

4,15 + 0,03

T2 (0,875 kV/cm, 100 pulsos)

4,211 +0,016°

T3 (0,5 kV/cm, 100 pulsos) 4,68 +0,06°
T4 (1,25 kV/cm, 70 pulsos) 4,39 +0,04°
T5 (0,875 kV/cm, 70 pulsos) 4,41 + 0,052
T6 (0,5 kV/cm, 70 pulsos) 4,27 +0,03°
T7 (1,25 kV/cm, 40 pulsos) 4,186 +0,017°
T8 (0,875 kV/cm, 40 pulsos) 4,26 + 0,032

T9 (0,5 kV/cm, 40 pulsos) 4,315 +0,005®
*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras, con un nivel de confianza del 95%

En la Tabla 18 se observa que no hay diferencias estadisticas significativas (p>0,05) entre el blanco, en
cuanto a pH, y los T4, T5, T6 y T9. Entre el blanco, y los T1, T2, T3 y T7 si que hay diferencias significativas
(p<0,05), lo que indica que el pH medio del zumo obtenido a partir de mandarina sin tratar es ligeramente
mas alto que el de los tratamientos anteriormente citados. El T8, sin embargo, no posee diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) ni con el blanco ni con el T1. En general se observa que la
aplicacién de PEF produce una ligera disminucién del pH respecto al blanco, aunque las diferencias no son
muy marcadas y solo se observan en algunos tratamientos.

Para ver el efecto que tienen los factores del PEF (numero de pulsos e intensidad de campo) sobre el pH
del zumo, se realiz6 un ANOVA multifactorial. No se observaron diferencias significativas (p>0,05) en los
valores de pH considerando el factor de numero de pulsos (Figura 32). Sin embargo, si se encontraron
diferencias significativas (p<0,05) para el factor de intensidad de campo (Figura 33) obteniéndose un
menor pH a medida que aumenta la intensidad de campo.
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Figura 32. Grdfico de medias e intervalos LSD de pH para zumo de mandarina en funcion del nimero de pulsos (PEF)

Medias y 95,0% de Fisher LSD

45F =

41 -
0.5 0,875 1,25
Intensidad de campo (k\//cm)

Figura 33. Grdfico de medias e intervalos LSD de pH para zumo de mandarina en funcion de la intensidad de campo (PEF)

En conclusion, se puede decir que no hay un efecto claro del tratamiento con PEF sobre el pH en el zumo
de mandarina extraido.

4.3.2 SOLIDOS SOLUBLES

En la Tabla 19 se muestran los resultados de los valores medios de sdlidos solubles para los diferentes
tratamientos realizados sobre la mandarina para la obtencién de zumo.
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Tabla 19. Valores medios de °Brix en zumo de mandarina tratado con diferente intensidad y nimero de pulsos (PEF)

MUESTRA °Brix

BLANCO 13 +0,00?

T1 (1,25 kV/cm, 100 pulsos) 14,2 £0,20°
T2 (0,875 kV/cm, 100 pulsos) | 14,2 +0,06°
T3 (0,5 kV/cm, 100 pulsos) 13,47 +0,03°
T4 (1,25 kV/cm, 70 pulsos) 13,5 +0,30°
T5 (0,875 kV/cm, 70 pulsos) 14,2 +0,20°
T6 (0,5 kV/cm, 70 pulsos) 15,1 £ 0,40°
T7 (1,25 kV/cm, 40 pulsos) 14,1 +0,20°
T8 (0,875 kV/cm, 40 pulsos) 14,21 +0,19°
T9 (0,5 kV/cm, 40 pulsos) 14,42 + 0,09°

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras, con un nivel de confianza del 95%

Tras evaluar la Tabla 19 para analizar las diferencias entre las muestras de mandarina no tratadas y las
tratadas con PEF, se observa que el contenido en sdlidos solubles del zumo obtenido a partir de mandarina
sin tratar presenta diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con el del obtenido a partir de
mandarina tratada segun T1, T2, T5, T6, T7, T8 y T9, obteniéndose valores superiores en las muestras
tratadas. Entre las muestras tratadas se observa que el valor mas alto se corresponde al T6, el cual
presenta diferencias significativas (p<0,05) con el resto de los tratamientos. En otras palabras, se observa

que la aplicacién de PEF aumenta la cantidad de sélidos solubles en comparacion con el blanco.

Por otro lado, segun los resultados del ANOVA multifactorial, no fue posible identificar diferencias
significativas (p>0,05) en los niveles de °Brix ni para el factor de nimero de pulsos (Figura 34), ni para el
factor intensidad de campo (Figura 35).
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Figura 34. Grdfico de medias e intervalos LSD de sélidos solubles para zumo de mandarina en funcién del nimero de pulsos (PEF)
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Figura 35. Grdfico de medias e intervalos LSD de sélidos solubles para zumo de mandarina en funcion de la intensidad de
campo (PEF)

Por lo tanto, se puede decir que, aunque los resultados indican que a partir de muestras tratadas se
obtienen valores superiores en el contenido en sdélidos solubles, no se observa ningln efecto de los
factores de dichos tratamientos (nimero de pulsos e intensidad de campo), lo que refleja que el
tratamiento menos intenso (0,5kV/cm y 40 pulsos) ya produce un nivel de electroporacion suficiente
y gue no es mejorado por tratamientos de PEF mas intensos.

4.3.3 CONDUCTIVIDAD

En la Tabla 20 se muestran los resultados de los valores medios de conductividad para los diferentes
tratamientos realizados sobre la mandarina para la obtencién de zumo.

Tabla 20. Valores medios de conductividad en zumo de mandarina tratado con diferente intensidad y nimero de pulsos (PEF)

MUESTRA Conductividad (puS/cm)

BLANCO 3602 +127°
T1 (1,25 kV/cm, 100 pulsos) 3159 +92°
T2 (0,875 kV/cm, 100 pulsos) 3155 + 15°
T3 (0,5 kV/cm, 100 pulsos) 3156 + 72°
T4 (1,25 kV/cm, 70 pulsos) 3182 +11°
T5 (0,875 kV/cm, 70 pulsos) 3088 +3°

T6 (0,5 kV/cm, 70 pulsos) 3136 +43°
T7 (1,25 kV/cm, 40 pulsos) 3153 +104°
T8 (0,875 kV/cm, 40 pulsos) 3149 + 46°
T9 (0,5 kV/cm, 40 pulsos) 3353 + 20¢

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras, con un nivel de confianza del 95%

En la Tabla 20 se observa que la conductividad media del blanco es significativamente (p<0,05) superior a
la de los tratamientos con PEF. Ademas, la conductividad del zumo obtenido con mandarina tratada con
el T9 es significativamente superior a la del resto de tratamientos. Por lo tanto, puede decirse que el
pretratamiento con PEF disminuye la conductividad en comparacion con la muestra no tratada.
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Ademas, tras el analisis estadistico (ANOVA multifactorial), no se observaron diferencias significativas
(p>0,05) en los valores de conductividad considerando ni en el factor nimero de pulsos (Figura 36), ni la
intensidad de campo (Figura 37).
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Figura 36. Grdfico de medias e intervalos LSD de conductividad para zumo de mandarina en funcién del nimero de pulsos (PEF)
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Figura 37. Grdfico de medias e intervalos LSD de conductividad para zumo de mandarina en funcion de la intensidad de campo (PEF)
En resumen, no hay ningun efecto de los factores de dichos tratamientos (nimero de pulsos e intensidad

de campo), lo que refleja que el tratamiento menos intenso (0,5 kV/cm y 40 pulsos) ya produce un nivel
de electroporacion suficiente y que no es mejorado por tratamientos de PEF mds intensos.

4.3.4 TURBIDEZ

En la Tabla 21 se muestran los resultados de los valores medios de turbidez para los diferentes
tratamientos realizados sobre la mandarina para la obtencién de zumo.
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Tabla 21. Valores medios de turbidez en zumo de mandarina tratado con diferente intensidad y numero de pulsos (PEF)

MUESTRA Turbidez (NTU)
BLANCO 796 £ 0°
T1 (1,25 kV/cm, 100 pulsos) 796 +0°
T2 (0,875 kV/cm, 100 pulsos) 797 +0°
T3 (0,5 kV/cm, 100 pulsos) 797 + Qb
T4 (1,25 kV/cm, 70 pulsos) 797 £ 0°
T5 (0,875 kV/cm, 70 pulsos) 797 £ 0°
T6 (0,5 kV/cm, 70 pulsos) 796 +0°
T7 (1,25 kV/cm, 40 pulsos) 796 + 0°
T8 (0,875 kV/cm, 40 pulsos) 797 £ 0P
T9 (0,5 kV/cm, 40 pulsos) 797 + 0P

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras, con un nivel de confianza del 95%

En la Tabla 21 se observa que no hay diferencias estadisticas significativas (p>0,05) en la turbidez entre el
blanco, y el T1, T6 y T7. Por otro lado, si que hay diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre el
blanco y los T2, T3, T4, T5, T8 y T9, es decir que la turbidez del zumo obtenido a partir de mandarina sin
tratar es significativamente inferior a la de los tratamientos anteriormente citados. Por tanto, en general,
la aplicacidn de PEF produce un ligero aumento de la turbidez respecto al blanco, aunque las diferencias
son minimas y solo se observan en algunos tratamientos.

No fue posible identificar diferencias significativas (p>0,05) en la turbidez del zumo tras el ANOVA
multifactorial respecto a ninguno de los factores de tratamiento considerados. Es decir, no hay ningin
efecto ni del nimero de pulsos (Figura 38), ni de la intensidad de campo (Figura 39), sobre la turbidez del
zumo de mandarina, y tampoco hay un efecto claro del tratamiento con PEF entre las muestras tratadas
y las no tratadas. Esto puede ser debido a la variabilidad experimental que podria no hacer visibles los
efectos.
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Figura 38. Grdfico de medias e intervalos LSD de turbidez para zumo de mandarina en funcion del numero de pulsos (PEF)
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Figura 39. Grdfico de medias e intervalos LSD de turbidez para zumo de mandarina en funcion de la intensidad de campo (PEF)
4.3.5 RENDIMIENTO

En la Tabla 22 se muestran los resultados de los valores medios de rendimiento para los diferentes
tratamientos realizados sobre la mandarina para la obtencion de zumo.

Tabla 22. Valores medios de rendimiento en zumo de mandarina tratado con diferente intensidad y nimero de pulsos (PEF)

MUESTRA Rendimiento (%)

BLANCO 42 +£5,0°
T1 (1,25 kV/cm, 100 pulsos) 51,6 +1,8°
T2 (0,875 kV/cm, 100 pulsos) 54,4 +1,7°
T3 (0,5 kV/cm, 100 pulsos) 54 +3,0°
T4 (1,25 kV/cm, 70 pulsos) 55 +2,0°
T5 (0,875 kV/cm, 70 pulsos) 51,2 +0,9°
T6 (0,5 kV/cm, 70 pulsos) 43 +2,0°
T7 (1,25 kV/cm, 40 pulsos) 50,5+ 0,5°
T8 (0,875 kV/cm, 40 pulsos) 53 +3,0°
T9 (0,5 kV/cm, 40 pulsos) 52,34 +0,10°

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre muestras, con un nivel de confianza del 95%

Los resultados de la Tabla 22 muestran que hay diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre el
rendimiento medio obtenido en mandarina sin tratar respecto al obtenido a partir de mandarinas tratadas
mediante T1, T2, T3, T4, T5, T7, T8 y T9. En este sentido, los valores de rendimiento de las muestras
tratadas son superiores. Puede decirse que el pretratamiento con PEF mejora el rendimiento en
comparacién con las muestras no tratadas.

Tras el analisis estadistico (ANOVA multifactorial), no se observaron diferencias significativas (p>0,05) en
los valores de rendimiento de zumo considerando ninguno de factores del tratamiento. Asi pues, se puede
decir que no hay efecto ni del nimero de pulsos (Figura 40) ni de la intensidad de campo (Figura 41) sobre
el rendimiento del zumo de mandarina, lo que indica que el tratamiento menos intenso (0,5 kV/cm y 40
pulsos) produce un nivel de electroporacion suficiente para obtener el mejor rendimiento.
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Figura 40. Grdfico de medias e intervalos LSD de rendimiento para zumo de mandarina en funcion del nimero de pulsos (PEF)
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Figura 41. Grdfico de medias e intervalos LSD de rendimiento para zumo de mandarina en funcion de la intensidad de campo (PEF)
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5. CONCLUSIONES

Se ha analizado el efecto del tratamiento con PEF sobre los procesos de extraccion en tres matrices
vegetales, un tejido duro (chufa), un tejido blando con semillas (uva) y un tejido blando sin semillas
(mandarina), obteniéndose resultados distintos para cada uno de ellos.

Una vez establecidos los pardmetros de tratamiento con PEF para cada una de las matrices, se
determinaron el efecto de las condiciones del pretratamiento con PEF tanto en el rendimiento como en
los parametros fisico-quimicos de interés de cada uno de los extractos.

En el caso de la horchata obtenida, viendo los resultados tanto en color, como en pH, sélidos solubles,
textura y la composicidn de la horchata, es interesante aplicar un pretratamiento PEF para obtener los
mejores resultados, con los parametros mas bajos, es decir, un tiempo de rehidratacién de la chufa de
24h, y 100 pulsos. No obstante, el efecto del tratamiento PEF no fue muy elevado, debido a la elevada
dureza del tejido celular de la chufa.

Por otro lado, en la uva, en términos de rendimiento si que es interesante aplicar un pretratamiento PEF.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para los parametros de pH, sélidos solubles y turbidez,
conviene que el tratamiento PEF sea con el mayor nimero de pulsos (100) y la mayor intensidad de campo
(1,25 kV/cm), para obtener los mejores resultados.

El pretratamiento con PEF en la mandarina también tiene un efecto positivo en el rendimiento entre las
muestras tratadas. Sin embargo, al observar los resultados obtenidos en pH, sdélidos solubles,
conductividad y turbidez y no ver ningun efecto ni del nimero de pulsos ni de la intensidad de campo
aplicada entre los distintos tratamientos el tratamiento menos intenso seria suficiente.

Como conclusién, puede decirse que el pretratamiento con PEF tuvo efecto tanto en productos de textura
blanda (mandarina y uva) como en el de textura dura (chufa), aunque no con los mismos resultados. Esto
indica que las caracteristicas del producto son un factor para tener en cuenta al establecer un tratamiento
con PEF. Por ello, se recomienda profundizar en el analisis del efecto del tratamiento con PEF en otras
matrices vegetales y con otros pardmetros de tratamiento.
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