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Abstract

Pulsed Electric Fields (PEF) is a promising emerging technology, used in the field of food
engineering. This treatment can improve the extraction of bioactive compounds from food
matrixes among the effect of the electroporation phenomenon. On the other hand,
cruciferous sprouts, such as radish (Raphanus sativus), are rich in secondary metabolites
with interest for the human health (glucosinolates and degradation metabolites:
isothyocianates, as well as phenolic compounds). Due to all the previously mentioned,
pulsed electric fields could be a promising extraction technique for such bioactive
compounds from radish sprouts.
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Resumen

Los pulsos eléctricos (PE) son una tecnologia emergente muy prometedora, cada vez mas
empleada en el campo de la industria alimentaria. En este sentido, este tratamiento puede
mejorar la extraccion de compuestos bioactivos de diferentes matrices alimentarias,
mediante el efecto del fenémeno de electroporacion. Por otro lado, los brotes de cruciferas
como el rabano (Raphanus sativus), son ricos en metabolitos secundarios con un gran
interés en la salud humana (glucosinolatos y sus productos de degradacion: isotiocianatos,
asi como compuestos fendlicos). Debido a todo ello, los PE podrian ser una tecnologia
prometedora para la mejora de la extraccion de fitoquimicos como los GLS en brotes de
rabano.
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1. INTRODUCCION

Las tendencias nutricionales de los consumidores se han ido transformando con el paso de
los afios. Cada vez mas, la alimentacion se ha dirigido hacia una preocupacion por la salud, la dieta
equilibrada y la eleccidon de alimentos mas naturales. Todo esto ha impulsado el consumo de
alimentos de origen vegetal, asi como de nuevos productos como por ejemplo los brotes, entre
ellos los de rabano. Estos alimentos son fuentes importantes de macronutrientes (bajo contenido
en hidratos de carbono y alto contenido en fibra, acidos grasos insaturados y proteinas), asi como
de micronutrientes (vitaminas y minerales) y compuestos fitoquimicos (compuestos fendlicos y
glucosinolatos) (1). Los glucosinolatos (GLS) son tiohidroximatos unidos a una 3-D-tioglucosa y
una cadena lateral derivada de R-aminoacido, que definira la clasificacion del GLS (alifatico,
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indélico o aromatico), siendo la glucorafenina (GRE), el glucosinolato (alifatico) predominante en
los brotes de rabano y responsable de gran parte su bioactividad (2-4). En este sentido, cuando la
planta es sometida a un dano, libera al medio celular una enzima denominada mirosinasa, para
emplear los GLS como sustrato y generar los isotiocianatos, compuestos bioactivos de gran interés
nutricional

En la actualidad, algunas tecnologias emergentes como los pulsos eléctricos (PE) se estan
aplicando para mejorar la extraccion de compuestos fitoquimicos. En referencia a lo anterior, los
PE permiten mejorar la transmision célula-extractante, mediante el fenémeno de electroporacién,
permitiendo reducir el tiempo de extraccion o la cantidad de solvente empleado (5). Durante este
estudio, se investigaron los efectos de los PE sobre los GLS de brotes de rabano, tratados con luces
LED, con el fin de optimizar el método original de extraccién hidrometandlica empleado hasta el
momento, que se caracterizaba por la aplicacion de altas temperaturas y tiempos elevados, con el
fin de acelerar la actividad de la mirosinasa (6).

2. MATERIAL Y METODOS
2.1 Germinacién y almacenamiento de los brotes

Las semillas de rabano (R. sativus) se obtuvieron de la empresa Intersemillas S.A. (Valencia,
Espafia). Los brotes se desarrollaron de acuerdo con las condiciones de crecimiento definidas por
Baenas et al. (7). Todas las muestras se conservaron liofilizadas a temperatura ambiente. Los
tratamientos, con luces LED (3 pantallas experimentales de 95,1 W), se realizaron en una cdmara
de cultivo con condiciones ambientales controladas (humedad 60 % a 25 °C de luz y humedad 80
% a 20 °C, en ciclo de oscuridad. Ciclos de 16 h de luz/8 h de oscuridad) (Equitec, Madrid, Espana).

2.2 Aplicacién de PE

Las muestras liofilizadas y molidas se sometieron a un tratamiento de PE en un sistema a
escala piloto (Elcrack-kW, DIL, Quakenbruck, Alemania), establecido en la National Technical
University of Athens. Para ello, se emple6 una celda (4 cmx 5 cm x 5 cm) con un volumen de 3 mL.
Los pulsos se llevaron a cabo con una fuerza de campo eléctrico de 1 a 6,5 kV/cm, y se aplicaron
frecuencias de 200 y 500 pulsos eléctricos en 10 s.

2.3 Extraccidén v andlisis de los brotes

Tras la aplicacion de los PE, se extrajeron las muestras mediante el método establecido por
Baenas et al. (6), con modificaciones. El andlisis cromatografico de glucosinolatos se llevé a cabo
en un HPLC-DAD Agilent 1269 Infinity equipado con una bomba binaria (modelo G 1312 B), un
desgasificador (modelo G 1379 B), un autoinyector (modelo G 131-44510) y un detector de red
de diodos, DAD (modelo G 4212 B), controlado por el software Agilent B.02. 02. Para la
cuantificaciéon de GLS se empled la glucorafenina (GRE) como compuesto representativo,
empleandose un patrén de sinigrina (empleada para glucosinolatos indélicos) a 227 nm.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos, con las condiciones establecidas en la extraccion (70 °C, 30 min.),
no mostraron diferencias entre los brotes tratados con PE y el control. Estos parametros de
temperatura y tiempo, aplicados con el fin de desactivar la actividad de la mirosinasa, pueden
provocar una rapida saturacion del extractante que explicaria la ineficacia del tratamiento con PE.
Por otro lado, el estado de la muestra (polvo liofilizado) también puede influir en estos resultados,
ya que el material fresco permitiria una mayor facilidad para la transmision de los PE a través de
los tejidos, debido a su contenido en agua, potenciando la electroporacion y el efecto del
tratamiento (8).
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Tras lareduccion de la temperatura (25 °C), se logré observar diferencias entre las distintas
cinéticas de extraccion. De este modo, el tratamiento de los brotes con PE a 500 pulsos permitid
obtener una mayor concentracién de GRE, y alcanzar el pico maximo significativamente mas
rapido, en comparacion con el control. Por el contrario, no se observaron diferencias significativas
al comparar los brotes tratados con PE a 200 pulsos en 10 s y el control, debido, posiblemente, a
una falta de intensidad en el tratamiento (Fig. 1).

Por ultimo, el estudio de las diferentes curvas de extraccidon permitié acortar el método
original establecido (30 min, con una reduccién de 10 min) (Fig. 2).

4. CONCLUSIONES

El tratamiento de PE a 500 pulsos en 10 s puede resultar efectivo para evitar altas
temperaturas en la extraccién de GLS, facilitando asi el procesado de muestras. Sin embargo, se
debe tener en cuenta que la mirosinasa puede seguir teniendo actividad enzimatica, lo que podria
degradar los GLS. Es necesario mas investigaciéon para estudiar la actividad enzimatica de la
mirosinasa y su comportamiento ante los tratamientos de PE a temperaturas relativamente bajas.

Adicionalmente, estos resultados permiten la optimizacién del tiempo de extraccién de GLS
establecido en el método original.

Estudios futuros podrian demostrar que la aplicacién de esta tecnologia sobre el material
fresco, permitirian ahorrar los pasos de congelacién, liofilizacién y molienda, previos a la
extraccidn.
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Figura 1. Comparacidn del Efecto de los PE sobre la extraccidn de glucorafenina en brotes de
rabano a temperatura constante (25 °C) y diferentes tiempos de extraccion (1, 5, 10, 15y 20

min.)
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Figura 2. Comparacion de diferentes curvas de extraccion de glucorafenina a diferentes
temperaturas (70, 40 and 25 °C) y tiempos (2, 5, 10, 15, 20, 30, 40 and 50 min.)
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