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RESUMEN

A nivel mundial se producen aproximadamente 55 millones de t/afio de naranjas. Espafia se
encuentra dentro de los diez primeros paises con mayor produccién de naranjas a nivel mundial.
Alrededor del 70% de la produccion mundial de naranjas se destina a la industria del zumo,
generando aproximadamente el 50% en peso de residuos, formados principalmente por pieles
(flavedo y albedo), pulpa y semillas.

Gran parte de estos residuos se utilizan mayoritariamente para reponer nutrientes en el
suelo mediante compostaje o como alimento para animales, y la parte restante para la
extraccién de aceite esencial. No obstante, estos residuos son ricos en compuestos fendlicos,
pigmentos y, en particular, polisacaridos de pared celular como las pectinas, hemicelulosas y
celulosa. En concreto, las pectinas resultan uUtiles para estabilizar emulsiones de aceite en agua
debido a su habilidad para formar geles y a su capacidad de estabilizacidon y, ademads, la presencia
de compuestos fendlicos y antioxidantes mejora la estabilidad oxidativa del aceite. Este
aprovechamiento total de los residuos generados se enmarca dentro la economia circular.

El objetivo principal del presente estudio consiste en evaluar la utilidad de un concentrado
del subproducto de naranja y de pectinas de naranja, como ingredientes en la formulacion de
emulsiones estables destinadas a la microencapsulacion de aceite mediante secado por
pulverizacién. Para ello, se obtuvo un concentrado del subproducto de naranja (CSN), se
extrajeron las pectinas y se compararon con pectinas comerciales, se formularon emulsiones y
se evalué si las caracteristicas de estas emulsiones eran adecuadas para la microencapsulacion
de aceite.

El color del CSN fue anaranjado claro con elevada luminosidad y componente amarilla,
con algo de rojo, mientras que las pectinas extraidas, presentaron un color blanquecino,
reteniendo algunos pigmentos, y mostrando mayor coloracién que las comerciales que fueron
practicamente blancas. El analisis de la composicién en azucares de la fibra indicé un elevado
contenido en base seca (b.s) de pectinas en el CSN (83,2 £ 0,1 % b.s) y en el extracto de pectinas
(90 £ 1, % b.s). En cuanto al grado de esterificacién metilico, las pectinas extraidas resultaron
ser de alto metoxilo (95 + 3 %) y las comerciales y CSN de bajo metoxilo (pectinas comerciales =
48 £+ 2 % y CSN = 39,5 + 0,5 %). Finalmente, el CSN mostré una capacidad antioxidante
considerable, mientras que en las pectinas fue casi inexistente.

En cuanto a las emulsiones, se prepararon variando el contenido en proteina de soja, de
pectina y de CSN, pero manteniendo un 40 % de materia seca y un 6 % de aceite de girasol.
Ademas, se utilizd maltodextrina como material de pared y se prepard una emulsién control
utilizando Tween® 20 como agente emulgente comercial.

Las emulsiones preparadas con pectina y CSN presentaron una viscosidad superior,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) al afadir proteina y en las
emulsiones con la concentracién mas alta de CSN (34CSN) y de pectina (05PC), lo que significa
que le confieren mayor estabilidad que el emulgente comercial. Aun existiendo diferencias
significativas (p < 0,05) entre algunas de las emulsiones evaluadas, todas presentaron valores
inferiores a 300 cP. También se determind el indice de cremosidad a las 24 h después de su
preparacion y aquellas emulsiones con mayor % de pectina (0,5 %) y CSN (3,4 %) fueron las mas
estables. A su vez, se estudid el potencial zeta, obteniéndose valores negativos excepto en las



emulsiones preparadas con solo proteina de soja (03PR y 06PR) que presentaron valores
positivos debido a que la proteina a pH 3,5 tiene carga positiva.

En cuanto al tamano de gota, se determiné en el momento de la preparacién de la
emulsion y pasadas 24 h para evaluar si se mantenia estable con el tiempo. De todas las
emulsiones, las mas estables fueron aquellas que en su composicién llevaban pectina o CSN, y
proteina de soja; ambos ingredientes en la mayor proporcién estudiada (0,5 % pectina o0 3,4 %
CSN).

Por tanto, se puede concluir que es posible la revalorizacion de subproductos del zumo
de naranja como fuente de pectinas y/o concentrado de pectinas y otros compuestos
antioxidantes, y que éstos podrian ser utilizados en la formulacién de emulsiones estables de
aceite en agua, que, segun sus caracteristicas, podrian resultar adecuadas para la
microencapsulacion de aceite mediante secado por pulverizacion.



1. INTRODUCCION

1.1.LOS SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

El actual sistema econdmico estd basado en un modelo de crecimiento que se apoya en la
produccién de bienes y servicios bajo las pautas de “usar, consumir, tirar”. Este modelo conlleva
un uso intensivo de recursos naturales y crea una elevada presién sobre el medio ambiente que
estd detras de las manifestaciones mas graves de la crisis ambiental que atravesamos, incluido
el cambio climatico o la pérdida de biodiversidad. Segun el documento, Espafia Circular 2030,
nuestro pais necesita mds de dos veces y medio su superficie para abastecer las necesidades de
nuestra economia (MITECO, 2020).

Para dar respuesta a esta situacidn, se ha elaborado la Estrategia Espafola de Economia
Circular: Espafia Circular 2030, que contribuye a los esfuerzos de nuestro pais por lograr una
economia sostenible, descarbonizada, eficiente en el uso de recursos y competitiva. Esta
iniciativa se alinea con los objetivos de los dos planes de accién de economia circular de la Unidn
Europea, “Cerrar el circulo: un plan de accién de la UE para la economia circular” de 2015y “Un
nuevo Plan de Accidn de Economia Circular para una Europa mas limpia y competitiva” de 2020
(MITECO, 2020). Ademas, sienta las bases para impulsar un nuevo modelo de produccion y
consumo en el que productos, materiales y recursos se mantengan en la economia durante el
mayor tiempo posible, en el que se reduzca al minimo la generacion de residuos y se aprovechen
con el mayor alcance posible aquellos que no se pueden evitar (Ministerio para la transicion
ecolégica y el reto demografico, 2020).

La Directiva Europea (Dir. 2006/12/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 5 abril de
2006) establece que: “es importante favorecer la valorizacion de los residuos y la utilizacién de
materiales valorizados a fin de preservar los recursos naturales. Su desarrollo busca contribuir a
la transformacion de los paises miembros de la Unién Europea en una “sociedad del reciclado”,
que trate de evitar la generacién de residuos y que utilice los residuos como un recurso”. Del
mismo modo, la ley 22/2011, de 20 de Julio, de residuos y suelos contaminados, establece el
marco juridico para la gestidn de los residuos, el cual define como “cualquier sustancia u objeto
que su poseedor deseche o tenga la intencién o la obligacidn de desechar”. Por ello, el objetivo
actual de las industrias es transformar el residuo en un subproducto, que viene definido por la
ley 22/2011, de 20 Julio, como “una sustancia resultante de produccidn cuya finalidad primaria
no sea la produccion de esa sustancia, pero que tenga un valor comercial”.



1.1.1. Subproductos de naranja

El arbol frutal mas abundante en el mundo es el naranjo (Citrus sinensis L.) (Bambeni et al.,
2021). Segun los datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacidn y la
Agricultura (FAQ) del afio 2019, la producciéon mundial de naranja fue de 78 millones de t/afio,
mientras que en Europa fue de 6 millones de t/afio. Espafia se encuentra dentro de los diez
primeros paises con mayor produccién de naranjas a nivel mundial (ver Tabla 1) (FAO, 2019).
Alrededor del 70% de la produccion mundial de naranjas se destina a la industria del zumo,
generando aproximadamente el 50% en peso de residuos, formados principalmente por pieles
(flavedo y albedo), pulpa y semillas (Crizel et al., 2013).

En la actualidad, gran parte de estos residuos se utilizan mayoritariamente para reponer
nutrientes en el suelo mediante compostaje o como alimento para animales, y la parte restante
para la extraccion de aceite esencial. No obstante, dado su elevado contenido en pectinas, utiles
como estabilizantes de emulsiones, y de compuestos fendlicos y otros antioxidantes, estos
residuos podrian ser utilizados para estabilizar emulsiones de aceite en agua.

Tabla 1.1. Produccidn de naranjas a nivel mundial de los diez primeros paises (Atlas Big, 2018-2020)

o
=
E

Produccion (t)

| Brasil | 16.713.534
9.246.305
| India | 8.367.000
4.833.480
| México | 4.737.990
| Espafia | 3.639.853
3.246.483
2.510.442
1.900.000
| wan 1.889.252



1.2.PARED CELULAR

La pared celular es una estructura dindmica y compleja de la célula vegetal, es fundamental
para el crecimiento de la planta, y media la interaccién entre la célula y su entorno (Corréa-
Ferreira et al.,, 2019). Es importante para el desarrollo de la planta, su crecimiento y
supervivencia en diversos ambientes. Su composicion es una mezcla compleja de polisacaridos
que varia en funcién de la planta y el tipo de tejido (Zhang et al., 2016). Estos polisacaridos son
las celulosas, las hemicelulosas y las pectinas (Caffall & Mohnen, 2009).
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Figura 1.2. Representacion esquemdtica de la pared celular (Gonzdlez-Centeno et al., 2013)

Las celulosas son homopolimeros lineales constituidos por cadenas largas de glucosa unidas
por enlaces glucosidicos tipo #-1,4, uniéndose firmemente por enlaces de hidrégeno formando
microfibrillas (Agoda-Tandjawa et al., 2021). Estas microfibrillas estan unidas por una matriz de
gel compuesto de hemicelulosas, lignina y carbohidratos para formar macrofibras.

La disposicion y la orientacidn de las microfibrillas en la pared celular son muy importantes
porque determina la capacidad y la direccidn de la deformacion de la pared celular (Yu et al,
2008).

Las hemicelulosas son polimeros heterogéneos compuestos por varios tipos diferentes de
monosacaridos, que incluyen xilosa, arabinosa y galactosa (Yang et al., 2021). El hecho de tener
diferentes monosacaridos hace que se formen diferentes heteropolimeros tales como xilanos,
mananos, B-glucanos de enlace mixto y xiloglucanos, siendo estos ultimos los que destacan en
frutas y hortalizas (Gonzalez-Centeno et al, 2013). Las unidades constituyentes de las
hemicelulosas pueden consistir en azlcares pentosa (arabinosa y xilosa) o azucares hexosa
(manosa, glucosa y galactosa) y acidos urdnicos (acido a-D-glucurdnico y a-D-galacturdnico).
Ademas, la ramnosa y la fucosa también estan presentes en forma de trazas. Por lo tanto, a
diferencia de las celulosas, las hemicelulosas son polimeros vegetales complejos hechos de
multiples unidades monomeéricas (Quaseem et al., 2021).
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1.3.PECTINAS

Las pectinas son heteropolisacaridos complejos ricos en acidos D-galacturdénicos unidos por
enlaces a-1,4. Estos 4cidos D-galacturdnicos estan parcialmente esterificados en los grupos
acido carboxilico (Reichembach et al., 2021). A la proporcion de acidos galacturdnicos que estan
esterificados por grupos metilo se le conoce como grado de metilesterificacion (GME), siendo
de gran importancia para el uso de pectinas como agentes gelificantes.

Figura 1.3. Cadena de dcido D-galacturdnico con grupos metilesterificados

Las pectinas, al igual que las hemicelulosas, son ricas en acido galacturdnico, arabinosa y
galactosa, y contienen pequenas cantidades de xilosa, ramnosa y glucosa (Badaré et al., 2020).
Estos polisacaridos tienen muchas aplicaciones en la industria alimentaria como agente
gelificante, estabilizante y emulsionante (Zanella et al., 2015); y en la farmacéutica como
antitumoral, antioxidante, antidiabético y anticancerigeno (Hosseini et al., 2019).

Para fines industriales, las fuentes de obtencién de las pectinas se restringen principalmente
a las cascaras de frutos citricos (20-35%), infrutescencia del girasol (15-25%), remolacha (10-
20%) y pulpa de manzana (10-15%) (Silva et al., 2008).

1.3.1. Estructura de las pectinas

El concepto de pectina describe una familia de oligosacdridos y polisacaridos que tienen
caracteristicas comunes, pero son extremadamente diversas en sus estructuras finas. Sin
embargo, todas las pectinas son ricas en acido galacturdnico (GalA), y segin la FAO para
considerarse pectina debe tener al menos un 65% de GalA (FAO, 2009).

La presencia de los grupos esterificados y también de azlcares neutros, como cadenas
laterales, conduce a la creacion de varias partes covalentemente conectadas entre si, de las
cuales el homogalacturonano (HG), el ramnogalacturonano | (RGI) y Il (RGIl) son las mas
importantes, los cuales contienen GalA en mayor o menor cantidad (Hosseini et al., 2019).

El HG consiste en un polimero lineal formado por GalA unidos mediante enlaces a-1,4, que
pueden estar parcialmente metilesterificados o acetilados. Por su parte, el RGI consiste en la
repeticion del disacdrido de GalA con la presencia de unidades de ramnosa intercaladas
(Mikkelsen et al., 2006). Las cadenas laterales, unidas a la posicion C, de la ramnosa, estan
principalmente constituidas por arabinosa y galactosa (Arnous & Meyer, 2009). Por ultimo, el
RGII consiste en una columna vertebral de HG en lugar de RG, con cadenas laterales complejas
unidas a los GalA (Mikkelsen et al., 2006).
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Las estructuras finas de las pectinas pueden ser extremadamente heterogéneas entre
plantas, tejidos e incluso dentro de una Unica pared celular. Las longitudes de las cadenas de los
diversos dominios pueden variar considerablemente y la composicidn de azucar de RGIl también
puede ser heterogénea; en cambio, el RGII tiene una estructura muy conservada (Mikkelsen et
al., 2006).

1.3.2. Calidad de las pectinas

La mayoria de las investigaciones relacionan el término de calidad de las pectinas con
aquellas caracteristicas fisicoquimicas que le confieren a la molécula la propiedad de formar
geles. Las pectinas forman geles cuando porciones de homogalacturonano se entrecruzan para
formar una red cristalina tridimensional en la que quedan atrapados el agua y los solutos. Varios
factores determinan las propiedades gelificantes, incluida la temperatura, el tipo de pectina, el
grado de esterificacion metilico (GME) y el grado de acetilacidn, entre otros (Williats et al.,
2006).

Dependiendo del GME, las pectinas se clasifican en dos categorias: pectina de alto metoxilo
(HMP, High Methoxyl Pectin) con un grado de esterificacion superior al 50% y bajo metoxilo
(LMP, Low Methoxyl Pectin) con un grado de esterificacidn inferior al 50% (Agoda-Tandjawa et
al., 2012). En las HMP, las zonas de unién estan formadas por la reticulacién de HG por puentes
de hidrdgeno y fuerzas hidréfobas entre grupos metoxilo, ambos promovidos por una alta
concentracién de azucar y un pH bajo. En las LMP, las zonas de unidn estan formadas por
entrecruzamiento de calcio entre grupos carboxilo libres (Williats et al., 2006).

1.3.3. Uso de las pectinas

Las pectinas son ampliamente usadas en la industria de los alimentos debido a su capacidad
para formar geles acuosos y a su capacidad de estabilizacion. Los geles de pectina son
importantes para crear o modificar la textura de salsas, jaleas, compotas; en la industria lactea
para la fabricacién de yogures frutados y productos lacteos bajos en grasa y en la industria de
bebidas dietéticas para la preparacidn de refrescos, debido a su bajo contenido en
carbohidratos, por sus propiedades estabilizantes y por incrementar la viscosidad (Silva et al.,
2008). El consumo anual mundial de pectinas estima en alrededor de 45 millones de kg, con un
valor de mercado global de menos de 400 millones de euros (Williats et al., 2006).

Ademas, se esta investigando su uso para estabilizar emulsiones. Por ejemplo, en el estudio
de Serfert et al., (2013) estudiaron el impacto de la atomizacién y el secado en la funcionalidad
de emulsiones preparadas con proteinasy pectinas. Asimismo, en el estudio realizado por Noello
et al. (2016), produjeron emulsiones de aceite de chia estabilizadas por concentrado de
proteinas de suero y pectina.
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1.4.EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO

El proceso de extraccion es una de las operaciones unitarias mas utilizadas en la industria
alimentaria. Su uso principal es para obtener componentes deseados inicialmente retenidos en
una matriz de alimentos (Pinelo et al., 2006).

La extraccion sélido-liquido es un proceso mediante el cual uno o varios componentes de
una fase sélida, como por ejemplo un alimento se transfiere a una fase liquida, que se conoce
como disolvente. Para que tenga lugar en una Unica etapa, se mezcla durante un tiempo el
disolvente y el alimento para que se produzca un transporte de materia entre ambos. El sentido
de la transferencia es siempre desde el sélido hacia el liquido (lbarz et al., 2005).

La mayoria de los métodos convencionales aplicados para la extraccidn de pectina implican
el uso de acidos minerales como el acido clorhidrico, acido nitrico o acido sulfurico, a valores de
pH comprendidos entre 1,5 y 3,0. Ademas, estos procesos se llevan a cabo en condiciones de
alta temperatura (entre 60 y 100 °C) y tiempos de extraccion prolongados (de 0,5 a 7h). Con
estos mecanismos, de forma general, se obtienen rendimientos limitados. Ademas, a nivel
industrial, el uso de acidos minerales y sus efluentes pueden causar serios problemas
ambientales, lo que representa un costo excesivo para las empresas alimentarias. Para ello, se
ha investigado la sustituciéon de estos acidos minerales por acidos organicos como el acido
citrico, obteniendo rendimientos similares o incluso mayores. El uso de temperaturas elevadas
puede provocar la degradacidon no enzimatica de las pectinas. Por tanto, se han propuesto
nuevas tecnologias como la extracciéon con agua subcritica, la extraccidn asistida por microondas
y la extraccidn asistida por ultrasonidos para mejorar estos procesos convencionales (Umafia et
al., 2019).

1.4.1. Proceso de extraccidon de pectinas asistido por ultrasonidos

En un sistema de extraccidn sélido-liquido, la aplicacidn de ultrasonidos de potencia puede
intensificar el proceso aumentando la velocidad de extraccién y/o incrementando la cantidad
de soluto extraida. Esto se atribuye fundamentalmente al fendmeno de la cavitacién, es decir,
aparicidn, crecimiento e implosion o colapso de las burbujas de gas en el seno del liquido.
Cuando ocurre cerca de la superficie del sélido, puede provocar multiples efectos fisicos como
fragmentacién, erosién y el llamado efecto sonocapilar (Umana et al., 2020). El efecto
sonocapilar es el aumento de la profundidad y la velocidad de penetracion del disolvente en los
canales y poros de cavitacion (Martinez-Ramos et al., 2020). Todo esto permite que el solvente
penetre en la estructura interna y facilite la liberacidn de los solutos. A su vez, puede mejorar la
difusién de los solutos y contribuir a la renovacién constante de la capa superficial de solvente
en contacto con el sélido (Umana et al., 2020). Wang et al., 2015, aplicaron ultrasonidos en el
proceso de extraccidn de pectinas de cascara de pomelo, observando reducciones en el tiempo
de extraccion de 37,8 % y un aumento de 16,34 % en la temperatura.
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1.5.EMULSIONES

Una emulsion es una dispersion termodinamicamente inestable de dos liquidos inmiscibles,
normalmente de naturaleza apolar y polar, en la que uno de ellos forma gotas de pequefio
tamafio (fase dispersa) en otro fluido que se conoce como fase continua. En la practica debe
contener un tercer componente, un emulsionante, que es una sustancia anfifilica que facilita la
formacién de la emulsién disminuyendo la tensién interfacial entre la fase apolar (oleosa) y la
polar (acuosa) y, ademas, aporta al menos una cierta estabilidad fisica durante un tiempo, que
puede ser mas o menos largo, dependiendo de la composicidn y caracteristicas del procesado
(Mufioz-Garcia et al, 2007).

Las emulsiones alimentarias mas frecuentes son las emulsiones de aceite en agua (O/W),
gue consisten en gotitas de aceite dispersas en una fase acuosa, por ejemplo, leche y salsas; y
las emulsiones de agua en aceite (W/0), que son sistemas de gotitas de agua dispersas en una
fase oleosa, por ejemplo, margarina y mantequilla (Xu et al, 2019).

Las emulsiones de aceite en agua son sistemas termodindmicamente inestables y existen
varios mecanismos de inestabilidad (ver figura 1.4) que se trata de procesos fisicoquimicos que
pueden ser responsables de la ruptura de las emulsiones y alteraciones en sus propiedades
(McClements et al., 2016).

Metnztahle
Emulsicn
(s
- - :
i ) il
{r:!"ﬂ'll"d'l!:ll'l.‘dl Cuoalescence . Iha.u.
Separation I e Jdbr, Separation
b p
Flocculation

Figura 1.4. Mecanismos de inestabilidad de las emulsiones (McClements et al., 2016)

+ Creaming/Sedimentacion: proceso causado por la accidn de la gravedad que consiste en
el movimiento ascendente de las gotas debido a su menor densidad en comparacion
con la fase acuosa (Loi et al., 2019). Mientras que la sedimentacion es el movimiento
descendente de las gotas ya que tienen una mayor densidad que la del liquido
circundante (Robins, 2000).

+ Floculacidon: es la asociaciéon de dos o mas gotas en un grupo, conservando las
dimensiones originales de cada gota individual (McClements et al., 2016).

+ Coalescencia: es el proceso mediante el cual dos o mas gotas se fusionan para formar
una sola gota mas grande (McClements et al., 2016).

+ Maduracién de Ostwald: se debe al aumento de tamafio de las gotas grandes gracias a
que las pequefias son practicamente absorbidas por las grandes hasta que
practicamente desaparecen (McClements et al., 2016).
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Ademads, se pueden preparar emulsiones de doble capa, las cuales son sistemas
multicompartimentalizados caracterizadas por la coexistencia de una emulsién en agua (O/W) y
otra de agua en aceite (W/0Q), en el que los glébulos de la fase dispersa contienen dentro de
ellos gotas igualmente dispersas mds pequefias (ver Figura 1.5). Las emulsiones de doble capa,
al igual que las simples, se pueden clasificar en emulsiones de aceite-en-agua-en-aceite
(01/W/0;) o de agua-en-aceite-en-agua (W1/0/W,), siendo estas ultimas las mas utilizadas en la
industria alimentaria (Freire Rodriguez, M.J, 2018).

Interfase O,/W

Emulsion simple
W0

Interfase W/O, w Interfase W,/ 0}3

A

Figura 1.5. Representacion esquemdtica de emulsiones de doble capa (Freire- Rodriguez, M.J
2018)

1.5.1. Emulsionantes

Para obtener productos comerciales con una vida util suficientemente larga y con
resistencias a las tensiones durante su utilizacion es necesario incorporar estabilizantes, como
emulsionantes, agentes espesantes, gelificantes, de peso e inhibidores de maduracidn. Muchos
de los emulsionantes para estabilizar las emulsiones de aceite en agua son tensioactivos
sintéticos, como el Tween®20 o emulsionantes de origen animal, como proteina de huevo y
gelatina (McClements et al., 2016). Los tensioactivos moleculares son generalmente moléculas
anfifilicas que constan tanto de grupos hidréfilos como de hidréfobos. Estas moléculas anfifilicas
tienden a adsorberse en la interfaz agua/aceite con el grupo hidrofilico sumergido en agua vy el
grupo hidrofébico en aceite, lo que podria reducir eficazmente la tensién interfacial (Sun et al.,
2021).

Sin embargo, ha habido una creciente demanda de los consumidores de productos mas
naturales, productos comerciales sostenibles y respetuosos con el medio ambiente, y muchos
fabricantes han reformulado sus productos para reemplazar los tensioactivos sintéticos por
otros mas aptos (polisacaridos, fosfolipidos, biosurfactantes) y las proteinas de origen animal
por proteinas de origen vegetal (proteina de soja) (McClements et al., 2016).

Existes emulsionantes de bajo y alto peso molecular. Como ejemplos de emulsionantes de
bajo peso molecular se pueden citar los tensioactivos, lipidos polares y glicolipidos. Entre los
emulsionantes de alto peso molecular, se pueden citar las proteinas, lipoproteinas, copolimeros
de bloque y algunos polisacaridos exudados como la goma arabiga (Mufioz-Garcia et al., 2007).

Los emulsionantes desempefian dos funciones clave en la creacién de productos: facilitan la
formacién inicial de finas gotitas de lipidos durante la homogenizacidon y mejoran la estabilidad
de las gotitas de lipidos una vez que se ha formado (ver Figura 1.6).
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Figura 1.6 Funciones de los emulsionantes (McClements et al., 2016)

Por lo tanto, un emulsionante puede acelerar la produccidn de gotitas finas adsorbiendo
rapidamente a las superficies de las gotas y disminuyendo la tensién superficial. Cuanto mayor
sea la capacidad de un emulsionante para reducir la tensidn superficial, mas pequefias seran las
gotas que se pueden generar. Sin embargo, la tasa de adsorcidn del emulsionante debe ser més
rapida que la tasa de fragmentacion de las gotas; de lo contrario, las gotas no se cubrirdn
completamente con el emulsionante antes de que ocurra la ruptura de éstas.

1.5.2. Estabilizantes

Un estabilizante es un compuesto quimico normalmente de naturaleza macromolecular que
hidratado en la fase acuosa confiere a una emulsidn O/W una estabilidad fisica durante un
tiempo prolongado. La estabilizacion de la emulsidn se consigue restringiendo la movilidad de
las gotas de la fase dispersa, gracias al aumento de la viscosidad de la fase continua. Ademas,
contribuyen a la estabilidad de la emulsién favoreciendo principalmente las interacciones
estéricas entre las gotas, si bien también pueden ser significativas las electrostaticas. Como
ejemplos de estabilizantes se pueden citar los polimeros sintéticos hidréfilos y polisacaridos:
goma xantana, galactomananos, almidones, entre otros.

Los polimeros usados para estabilizar emulsiones alimentarias O/W son mayoritariamente
hidrocoloides de naturaleza polisacarida (gomas alimentarias). Se pueden clasificar en naturales
(pectinas, almidones obtenidos a partir de cereales), semisintéticos (almidones modificados y
propilenglicol alginato) y sintéticos (polimeros de tipo polioxietilados).

1.5.3. Interaccién proteina-polisacaridos

La composicién de muchas emulsiones alimentarias incluye proteinas como emulsionante y
polisacaridos como estabilizante, biopolimeros que conjuntamente controlan la consistencia y
textura del producto. Son de hecho, los compuestos responsables de la estructura de las
emulsiones, junto con las gotas de la fase dispersa (Mufioz-Garcia et al., 2007).

Las proteinas y polisacdridos presentes en una formulacion pueden interaccionar de formas
diferentes seguin sus respectivas estructuras quimicas, temperaturay el resto de la composicion.
La formacién de complejos proteina-polisacarido estables frente a diferentes condiciones del
medio (pH, contenido en sales, azucar, etc.) requiere la formacién de enlaces covalentes o
interacciones electrostaticas atractivas (Munoz-Garcia et al., 2007). En el Ultimo caso, es
importante elegir bien los polimeros y las condiciones fisicoquimicas para que la proteina y el

16



polisacarido lleven cargas opuestas. Otra forma de estabilizar las emulsiones es combinar las
propiedades de las proteinas y los polisacaridos sin desarrollar interacciones atractivas entre los
dos biopolimeros (Bouyer et al., 2012).

Las proteinas y los polisacaridos se pueden asociar entre si bajo condiciones de carga
eléctrica opuesta. Las proteinas poseen una carga neta negativa por encima de su punto
isoeléctrico y una carga neta positiva por debajo de este punto. Las proteinas que poseen una
carga negativa tienen una fuerza repulsiva contra polisacaridos anidénicos. Sin embargo, cuando
el pH se ajusta alrededor del punto isoeléctrico de la proteina, los segmentos catiénicos de la
proteina interactlan de manera atractiva con los grupos anidnicos del polisacdrido que conduce
a una formacion de complejos débiles (Ribero et al., 2021).

Los complejos proteina-polisacédrido covalentes se pueden incorporar al sistema a
emulsionar antes de la homogenizaciéon en si. Actuan como emulsionantes que forman
membranas interfaciales gruesas, en las que las macromoléculas de polisacdrido se extienden
hacia la fase continua de emulsiones O/W, impartiendo estabilidad mediante fuertes
repulsiones estéricas. Alternativamente se pueden aprovechar las interacciones electrostaticas
atractivas entre una proteina y un polisacarido para utilizar el emulsionante en una primera
etapa de la homogeneizacién y formar una emulsidon. En una segunda etapa, se afiade el
polisacarido para realizar una homogeneizacién secundaria que permite la formacién de una
bicapa de biopolimeros en la interfase. Siguiendo este método se pueden formar emulsiones
con multicapas de emulsionante y polisacaridos (Munoz-Garcia et al., 2007).

1.5.4. Estabilidad de las emulsiones

La estabilidad de una emulsidn es el resultado de la estabilidad fisica (sin fase de separacidn),
estabilidad quimica (sin reaccién quimica) y estabilidad microbioldgica (sin desarrollo de
gérmenes) (Bouyer et al., 2021). En cuanto a la estabilidad fisica, el tamafio de las gotas juega
un importante papel. La carga superficial (potencial zeta) de la gota es un parametro que
también determina la estabilidad (Wiacek & Chibowski, 1999).

El potencial zeta es una medida de la magnitud de la repulsién o atraccidn electrostatica
entre las particulas. Sus mediciones pueden ayudar a predecir la floculacidon y coalescencia
porque la estabilidad de la emulsién puede verse influida por cargas eléctricas interfaciales
(Bouyer et al., 2012). Ademas, en el caso de emulsiones que contienen polisacaridos y proteinas,
el potencial zeta puede dar informacidn valiosa a cerca de la carga que tienen estos polimeros
en la emulsién.

1.6.Técnica de microencapsulacién mediante secado por pulverizacion

La microencapsulacidn es un proceso mediante el cual un agente o ingrediente activo puede
almacenarse dentro una cdapsula, recubriéndose con una pelicula continua de material
polimérico. Por tanto, una microcapsula consta de una pared externa compuesto de lo que se
conoce comunmente como material de pared y una cavidad central interna para agentes o
ingredientes activos. El material de pared puede actuar como barrera fisica, protegiendo los
ingredientes activos de las condiciones ambientales como oxigeno, humedad, 4cidos,
alcalinidad, calor e incluso interacciones con otros compuestos (Alihosseini, 2019).
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El secado por pulverizacién es una de las técnicas mas utilizadas en la industria alimentaria
para la microencapsulacién debido a su bajo coste, menor complejidad y la disponibilidad de
equipos a escala industrial. Este método de secado consiste en la produccion de particulas secas
por contacto directo entre una solucidn liquida y una corriente de aire caliente dentro de una
camara de secado, archivando la evaporacién del agua por masa y la transferencia de calor y
finalmente el producto (polvo) se separa en un cicldn.

En la industria alimentaria, muchos de los compuestos o ingredientes bioactivos a
encapsular consisten en compuestos lipofilicos, por lo que es necesario que el liquido de
alimentacién en el proceso de secado por pulverizacién sea una emulsién de aceite en agua, que
contenga el lipido a encapsular y el material de pared.

1.6.1. Caracteristicas de las emulsiones para encapsular

Para encapsular compuestos lipidicos mediante secado por pulverizacidn, la emulsion
inicial debe tener unas caracteristicas compatibles con este proceso (Hernandez - Sanchez et al.,
2015); las principales se describen a continuacion:

e La emulsidn debe ser fisicamente estable hasta y durante el secado por pulverizacién
(Janiszewska et al., 2015).

e Generalmente, la distribucion de las gotas debe ser del orden de 1-100 um de didmetro
(Gharsallaoui et al., 2007).

e La viscosidad de la emulsién es un pardmetro importante para tener en cuenta en la
formulacion de emulsiones para su estabilidad y posterior secado por pulverizacién. Una
viscosidad elevada evita los fenémenos de floculacién y coalescencia debido a que esta
dificultada la movilidad de las gotas (Tonon et al., 2011). Sin embargo, dependiendo del
tipo de equipo, existen limitaciones técnicas para el secado de emulsiones muy viscosas.
Los secadores por atomizacion a escala de laboratorio suelen estar limitados a una
viscosidad de 300 mPa-s (BUCHI, 2010).

e Laformulacidn de la emulsion debe ser adecuada para la encapsulacién, es decir, debe
contener un material de pared en una concentracién adecuada (Hernandez Sanchez et
al, 2015). El tipo de material de pared es muy importante para la eficiencia de la
encapsulacién y la proteccidn del nucleo (Gharsallaoui et al., 2007).
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2. OBIETIVOS

El objetivo principal del presente estudio consiste en evaluar la utilidad de un concentrado
del subproducto de naranja y de pectinas de naranja, como ingredientes en la formulacién de
emulsiones estables destinadas a la microencapsulacién de aceite mediante secado por
atomizacion.

Para poder alcanzar este objetivo general se han planteado los siguientes objetivos
parciales:

e 01 -0btener un concentrado del subproducto del zumo de naranja rico en pectinas

e 02 - Extraer pectinas del concentrado del subproducto de naranja y compararlas
con pectinas comerciales

e 03 - Formular emulsiones (O/W) estables mediante la sustitucidn total de agentes
emulgentes comerciales, y parcial del material de pared comercial, por el
concentrado del subproducto de naranja o pectina comercial de naranja,
combinandolos con proteina de soja para obtener emulsiones de doble capa.

e 04 — Evaluar si las caracteristicas de las emulsiones obtenidas son adecuadas para
la microencapsulacién de aceite mediante secado por pulverizacion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIA PRIMA

La materia prima, naranja var. Navelina, se adquirié en mercados locales en Palma de
Mallorca (Espafia). Para el estudio, se utilizaron Unicamente los subproductos de la naranja
después de extraer el zumo, incluyendo el flavedo y el albedo, asi como también el eje central y
los septos (ver Figura 3.1).

—» Albedo

Figura 3.1. Subproductos de la naranja

3.2. REACTIVOS
Durante todo el estudio realizado se han utilizado los siguientes reactivos:

+ Proceso de extraccién de pectinas:
Acido citrico monohidratado, Scharlau), acetona (Scharlau), etanol 96 % (Scharlau)
y acido acético glacial QP (Panreac) y NaOH (pellets, Scharlau).

+ Preparacion de las emulsiones
Proteina de soja (Manufacturas Ceylan, S.L.), Tween® 20 (Panreac), pectina
comercial (Sigma Aldrich), maltodextrina (Glucidex® 12) y aceite refinado de girasol
(Carrefour).

+ Analisis fisico-quimicos

Acido clorhidrico 0,1 N (Scharlau), &cido clorhidrico 37 % (Scharlau), metanol
(Scharlau), 2-deoxy-D-glucosa (Sigma Aldrich), amoniaco 25 % (Scharlau), 1-metil-
imidazol (Merck), Folin-Ciocalteu (Scharlau), Neocuprina (Sigma Aldrich), Cobre (lll)
cloruro dihidrato (Scharlau), potasio peroxodisulfato purisimo (Scharlau), sal
diamodnica 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulféonico) (Sigma Aldrich),
Trolox® 97 (Acros organics), acido galico monohidratado (Scharlau), Hierro (lll)
cloruro hexahidratado (Scharlau), 2,4,6 — tris (2-piridil) — triazina (Fluka Analytical),
bromuro de potasio (Sigma Aldrich), persulfato de potasio (Scharlau).
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3.3.DISENO EXPERIMENTAL

En esta investigacion se evalué el uso de dos materiales para estabilizar emulsiones: por un
lado, un concentrado del subproducto de naranja (CSN) obtenido por liofilizaciéon y molienda del
subproducto, que contenia pectinas de forma natural en su composicién, ademas de otros
componentes; y por otro, pectina pura de naranja comercial.

Con el objeto de comparar las pectinas comerciales con las pectinas extraidas del
subproducto de naranja, se procedid a su extraccion en el laboratorio asistido por ultrasonidos
de potencia. No se llevd a cabo la elaboracién de las emulsiones a partir de la pectina extraida
en el laboratorio debido a que la cantidad necesaria excedia la capacidad de extracciéon a nivel
de laboratorio.

Se realizd la caracterizacion fisicoquimica del CSN y de las pectinas de naranja tanto
extraidas en el laboratorio, como las comerciales y se determind la composicion de
monosacaridos (azucares neutros por cromatografia de gases y dacidos urénicos por
espectroscopia UV). Dado que las pectinas son macromoléculas compuestas principalmente de
acido urdnico y algunos azucares neutros, estos analisis permiten estimar la cantidad de pectina
en el CSN. Se determind ademas el color, el contenido en humedad, el grado de esterificacion
metilico por espectroscopia infrarroja, y la capacidad antioxidante y el contenido en compuestos
fendlicos por espectroscopia UV.

En la formulacién de emulsiones también se evalud el uso de proteinas en combinacion con
las pectinas y del CSN, con el objetivo de obtener emulsiones de doble capa mediante la
formacién de un complejo polisacarido-proteina.

Se formularon y elaboraron emulsiones variando la composicién de pectinas, CSN y proteina
de soja. Ademads, se preparé una emulsiéon control utilizando un emulgente comercial,
Tween®20. Una vez elaboradas las emulsiones se determinaron su viscosidad, indice de
cremosidad, potencial zeta y microestructura, ésta ultima, también al cabo de 24 horas que se
analizd mediante la obtencidon de fotos con un microscopio dptico en el momento de su
realizacion y después de 24 h. Estos andlisis fueron elegidos por su utilidad para evaluar la
estabilidad de la emulsidn; ademas, la viscosidad ayudard a determinar si la emulsidn resulta
adecuada para la técnica de secado por pulverizacidn debido a que a escala de laboratorio estd
técnica esta limitada al secado de liquidos con un maximo de 300 cP de viscosidad. En la Figura
3.2 se muestra un esquema del disefio experimental.

21



J

4 Acondicionamiento LT Caracterizacién

Azucares neutros y Grado de
dcidos urdnicos esterificacion metilico
Extraccion Y Capacidad antioxidante y polifenoles totales
de pectinas _ﬂoo
A
@"‘é
Cb(
)
2
Emulsiones
‘ Viscosidad ‘ ‘ Potencial zeta ‘

Caracterizacion

Indice de cremosidad (microscopio éptico y

&

Microestructura ‘

analisis de imagen)

Figura 3.2. Esquema del disefio experimental

3.4.PROCESO PARA LA OBTENCION DEL CONCENTRADO DEL SUBPRODUCTO DE
NARANJA (CSN)

Con el objetivo de estabilizar y obtener un concentrado de polisacaridos del subproducto de
naranja se procedio tal y como se muestra en la Figura 3.3. Previo al inicio del proceso, se
descartaron aquellas piezas que presentaban dafios o estaban en mal estado.

Inicialmente se corté cada naranja por la mitad con un cuchillo para llevar a cabo la
extraccién del zumo con un exprimidor automatico. Cada una de las mitades de piel se cortd en
cuatro partes y se sometid a un proceso de escaldado con vapor de agua a 100 °C durante 5 min
con el fin de inactivar las enzimas enddgenas que podrian degradar las pectinas.

A continuacién, se esperdé a que la muestra se enfriara y se congelé a -80 °C para
posteriormente llevar a cabo la liofilizacién a 0,3 mbar y -50 °C en un liofilizador de laboratorio
(LyoQuest, Telstar, Espafia). Seguidamente, se molié (ZM 200, Retsch®, Alemania) y se recolecto
el concentrado del subproducto de naranja (ver Figura 3.3).

Finalmente, la muestra se envasé al vacio, en bolsas de plastico de poliamida/polietileno
20/70 con permeabilidad al 0,2.58 x 107 mol m?2s ™' Pa™. Estas se conservaron a 4 °Cy protegidas
de la luz hasta su uso para la elaboracidn de las emulsiones.
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Figura 3.3. Procedimiento para la obtencion del concentrado del subproducto de naranja

3.5.PROCESO DE EXTRACION DE LAS PECTINAS

El CSN fue sometido a un proceso de extraccion haciendo uso de un equipo de extraccion
con asistencia acustica utilizando una relacion de CSN/disolvente de 5/300 (w/v, g/mL) durante
30 min a 2512 °C. Como disolvente de extraccién se utilizd una disolucién de acido citrico a pH
1,5.

Después de la extraccidén se procedid segin la metodologia propuesta por Panchev &
Kirtchev (1989) y Canteri-Schemin et al. (2005). Se filtré la mezcla de CSN/disolvente a través de
filtros Whatman GF/C (filtros de microfibra de vidrio, libre de celulosa) de 90 mm. El sdélido se
descartd y el filtrado liquido se traté su volumen con etanol 96% dos veces con el objetivo de
hacer precipitar las pectinas y se homogenizd con un agitador magnético a 1100 rpm durante
10 min. Finalmente se centrifugd a 3900 rpm durante 20 min para precipitar las pectinas.

El extracto se separd por filtracion a vacio utilizando filtros Whatman GF/C (filtros de
microfibra de vidrio, libre de celulosa) de 90 mm. Se lavé dos veces con 40 mL de etanol 96% y
una vez con 50 mL de acetona.

Las pectinas se secaron en una estufa a una temperatura de 40 °C durante 24 h.
Posteriormente, se molieron y tamizaron, seleccionando un tamafo de particula < 0,355 mm.
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3.5.1. Equipo de extraccién: ultrasonidos de potencia

La extraccién se llevd a cabo con un equipo de ultrasonidos UP400S (Hielscher Ultrasound
Technology, Alemania) al cual se le acoplé una sonda de 22 mm de didmetro y 100 mm de
longitud. Se utilizé un vaso encamisado de 250 mL de capacidad conectado a un bafio
termostatico de recirculacién de modo que la temperatura en el vaso se mantuviera constante
(25 % 2 °C) durante los experimentos. La sonda de ultrasonidos se colocd en el eje central del
vaso siempre en la misma posicion (Figura 3.4) sumergida 10 mm en el liquido.

Procesador de
ultrasonidos de <
potencia UP400s

Sonda H22

Muestra con Vaso encamisado
disolvente de

extraccion

Figura 3.4. Equipo de ultrasonidos

3.5.2. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD CALORIFICA DEL DISOLVENTE DE
EXTRACCION

Se utilizé como disolvente extraccidn una disolucién de acido citrico a pH 1,5. La capacidad
calorifica de la misma se determiné por calorimetria diferencial de barrido (DSC 920, TA
Instruments, Estados Unidos) a partir de la Ecuacion 1.

x m’
C =?'X'E'Cp [1]

Donde:

- Cp: capacidad calorifica de la muestra (J kg*K?)

- x: diferencia entre el flujo de calor registrado de la muestra y una cdpsula vacia a la
misma temperatura (J s?)

- x': diferencia entre el flujo de calor registrado del zafiro y una cédpsula vacia a la misma
temperatura (J s%)

- m’: masa del zafiro (g)

- m:masa de la muestra (g)

- C,': capacidad calorifica del zafiro (J kg K?)
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3.5.3. DETERMINACION DE LA POTENCIA DE LOS EQUIPOS DE ULTRASONIDO

Para poder establecer la densidad de potencia acustica (W L?) suministrada por el sistema
se procedid a realizar su determinacién por calorimetria. Este procedimiento consiste en la
medida del incremento de temperatura del disolvente de extraccidn que tiene lugar durante los
primeros minutos de funcionamiento del equipo de ultrasonidos UP400S (Hielscher Ultrasound
Technology, Alemania) utilizando una sonda de ultrasonidos de 22 mm de didmetro (100 00631,
Hielscher, Alemania), sin presencia de muestra y sin termostatizar el sistema (Raso et al., 1999).
La temperatura se registrd cada 5 s durante los primeros 5 min. El cdlculo de la potencia acustica
se realizd utilizando la Ecuacion 2 (Sivakumar & Pandit, 2001), a partir de la curva de
temperatura-tiempo determinada experimentalmente por triplicado. Dividiendo entre el
volumen de trabajo se obtiene la densidad de potencia acustica (W L%).

m-c, 9T [2]

p =
V

Donde:

- P: potencia acustica (W)

- m: masa del disolvente (kg)

- Cp: capacidad calorifica del disolvente (J kg K ™)
- dT: diferencial de temperatura (K)

- dt: diferencial de tiempo (s)

- V:volumen del disolvente (L)

3.6. ANALISIS FISICO-QUIMICOS DEL CONCENTRADO DEL SUBPRODUCTO DE NARANJA
Y DE LAS PECTINAS

3.6.1. Contenido en humedad

Para determinar el contenido en humedad del CSN y de las pectinas extraidas y comerciales
se siguid el procedimiento descrito por la AOAC 934.06 (AOAC, 1997). Por triplicado se secaron
aproximadamente 1 g de CSN y 0,5 g de pectinas en una estufa de vacio (Vaciotem-T, Selecta,
Espafa) a 70 °C hasta peso contante (aproximadamente 24 h). A partir de la variacién de peso
se calculd el valor del contenido de humedad y el resultado se expresé en g agua/100 g de
muestra en base humeda (b.h).
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3.6.2. Determinacion del color

La determinacidn fisica del color del CSN y de las pectinas extraidas y comerciales, se realizd
por triplicado, utilizando un espectrofotometro (CM5, Konica Minolta, Japdn) con componente
especular excluido, iluminante D65, una apertura de 30 mm y un observador con un angulo de
10 °. Se utilizaron las coordenados CIELab* (Wang et al., 2015); determinandose los valores de
L* (luminosidad), a* (define la desviacién del punto cromatico hacia el rojo si a*> 0, hacia el
verde si a*< 0) y b* (define la desviacion hacia el amarillo si b* > 0, hacia el azul si b*< 0) (Drake
& Drake, 2011).

La diferencia total de color AE (Constenla et al., 2016) del concentrado del subproducto de
naranja y de la pectina extraida se calculé mediante la Ecuacidn 3, tomando como referencia el
color de la pectina comercial. Se cogié la cantidad suficiente para cubrir la superficie del
recipiente.

AE = J(I" — Lo)? + (@ — a)? + (b" — by)? Bl

Figura 3.5. Espectrofotémetro CM5 Konica Minolta para el andlisis de color
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3.6.3. Contenido en fibra alimentaria. Residuo insoluble en alcohol (AIR)

Con el objetivo de determinar el contenido en fibra alimentaria y la composicién de los
principales tipos de polisacaridos presentes en el CSN se procedié a la extraccién de los
polisacaridos mediante su precipitacidn en alcohol (Eim et al., 2013).

El residuo insoluble en alcohol se obtuvo a partir del CSN y para ello se pesaron, por
triplicado, 1,5 g de CSN y se anadieron 100 mL de etanol 85 % y se homogenizé durante 2 min a
30.000 rpm mediante Ultra-Turrax (T25 Digital IKA, Staufe, Germany). A continuacién, la mezcla
se llevd a ebullicidn 5 min, se volvié a homogenizar 2 min mas y otra vez se llevd a ebullicidn
durante 1 min. Luego se filtrd al vacio utilizando filtros Whatman GF/C (filtros de microfibra de
vidrio, libre de celulosa) de 90 mm. El filtrado se suspendié nuevamente en 100 mL de etanol 85
%. La mezcla se homogenizd y se llevd a ebullicidon, durante 2 y 1 min, respectivamente, y
posteriormente se filtr6 nuevamente. El proceso anterior se repitid con etanol absoluto.
Finalmente, la muestra se lavé dos veces con acetona. El disolvente se evapord a temperatura
ambiente, dejando un residuo insoluble en alcohol, formado mayoritariamente por los
componentes que forman las paredes celulares de la piel de naranja. El rendimiento de AIR se
expresé en g de AIR por cada 100 g de CSN b.s.

El AIR ha sido la materia sobre la cual se han realizado las determinaciones de contenido en
azucares neutros y acidos urdénicos en el CSN.

3.6.4. Identificacion y cuantificacién de azlcares

Los azucares, unidades fundamentales de los diferentes polisacaridos que forman el CSN y
las pectinas, se liberaron mediante un proceso de hidrélisis acida (Gonzalez-Centeno et al.,
2019).

Se pesaron aproximadamente 5 mg de CSN o pectinas, se mezclaron con 200 pL H;SO4 12 M
(equivalente al 70 % v/v) y se incubaron a temperatura ambiente durante 3 h. Luego se
adicionaron 2,2 mL de agua destilada y se incubaron a 100 °C en un bloque seco durante 2,5 h,
produciéndose asi la hidrdlisis total de los diferentes tipos de azucares. Trascurrida una hora, se
retiraron 0,5 mL del hidrolizado y se continud con la hidrélisis 1,5 h mas (se usara para el andlisis
de acidos urdnicos).

- Azlcares neutros

Una vez terminada la hidrdlisis, se adicionan 200 puL de 2-deoxy-glucosa (1 mg mL?) como
patrdn interno, con el objetivo de determinar de forma cuantitativa la presencia de ramnosa,
fucosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa y glucosa.

A continuacién, 1,0 mL del hidrolizado se neutraliz6 con 200 uL de NHs; al 25 %.
Seguidamente, se adicionaron 100 pL de NH33M con NaBH4al 15 % como agente reductor para
conseguir la rotura de los ciclos que tienen los azlcares en su estructura (pasar de aldehido a
alcohol). Posteriormente, se incubd durante 1 h a 30 °C. Una vez enfriadas, se adicionaron 100
uL de acido acético glacial y se homogenizd. Luego, a 300 pL se le afiadieron 450 pL de 1-metil-
imidazol, 3 mL de anhidrido acético y se homogenizé e incubd durante 30 min a 30 °C. De esta
manera se consiguieron los acetatos, compuestos volatiles detectables por cromatografia de
gases. Seguidamente, se adicionaron 2,5 mL de agua destilada para descomponer el exceso de
anhidrido acético y 2,5 mL de diclorometano para extraer los acetatos de alditol.

27



La fase orgdnica con los compuestos de interés se separé mediante centrifugacién, para
posteriormente eliminar la fase acuosa por aspiracion. Finalmente, el diclorometano se evaporé
bajo un flujo de argén a 40 °C hasta sequedad.

Los azlucares neutros, convertidos en sus correspondientes alditoles acetatos, se separaron
por cromatografia de gases (cromatégrafo Perkin Elmer-Clarus 400) a 220 °C. Se utilizé una
columna capilar DB-225 (30 m de longitud, 0,25 mm de didmetro y 0,15 um de espesor) y las
temperaturas del inyector y del detector se programaron a 220y 230 °C, respectivamente.

- Acidos urénicos

El contenido de acidos urénicos del CSN y de las pectinas se determind por triplicado
siguiendo el método colorimétrico descrito por Blumenkrantz & Asboe-Hansen, 1973. Para
ambos, se uso el hidrolizado obtenido en la determinaciéon de aztcares neutros.

Para la realizacién de la recta de calibrado se utilizé dcido galacturénico disuelto en agua
destilada (rango de la recta 0 — 80 pg de acido galacturénico/mL). Para ello, se afiadieron 3 mL
de borato de sodio 50 mM preparado en acido sulfurico concentrado a los tubos de ensayo
colocados dentro de un bafio de hielo-agua. A continuacidn, se adicionaron 0,5 mL de la
disolucién patrén correspondiente, se incubaron durante 10 min a 100 °C y se refrigeraron en
un bano de hielo. Estando en el baio de hielo, se adicionaron 100 puL de una disolucidén al 0,15
% de m-fenilfenol y 0,5 % de NaOH, a todos los tubos excepto a los blancos debido a que este
compuesto reacciona con el grupo acido del acido galacturdnico dando una coloracién rosada.

Pasados 30 min, se leyd la absorbancia de cada uno de los tubos con un espectrofotémetro
UV-Vis (UV-2401PC, Shimadzu, Japdn) a 520 nm y se obtuvo la recta de calibrado.

Para de determinacion de los acidos urdnicos presentes en el CSN y en las pectinas se
procedid de la misma, introduciendo 0,5 mL del hidrolizado de cada una de las muestras en lugar
de las disoluciones patrén de 4cido galacturdnico. La determinacién de la absorbancia permitio,
a partir de la recta de calibrado, obtener la cuantificacién de los acidos urdnicos presentes en
cada una de las muestras.

- Polisacaridos

Las pectinas son polisacaridos complejos formados principalmente por una cadena de HG y
cadenas de RGI. La primera se compone por unidades de acido galacturdnico y la segunda
contiene principalmente ramnosa, arabinosa y galactosa (Williats et al., 2006). Considerando la
composicion de los polimeros presentes en la pared celular, se calculé de forma aproximada la
proporcién de pectinas a partir de la Ecuacion 4. Ademas, también se estimd la cantidad de
celulosa y hemicelulosa a través de las Ecuaciones 5 y 6.

[Rha] + [Ara] + [Gal] + [UA] (4]

% pectinas = - -100
azucares totales

% celulosa = — .
azucares totales

Fucl + [Xyl] + [M +0,1-[Gl
% hemicelulosa = [Fuc] [azji'llare[s z)rz]ales [Glc] -100 (6]
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3.6.5. Determinacion del grado de esterificacion metilico de las pectinas

El grado de esterificacién metilico se determind, por triplicado, mediante espectroscopia
infrarroja FTIR siguiendo el método descrito por Manrique & Lajolo (2002).

Para ello, se mezclé una parte de pectina con dos partes de bromuro de potasio y se hizo
una pastilla con ayuda de la prensa hidraulica y se analizé por FTIR (IFS 66, Bruker, Estados
Unidos). De este modo se obtuvo el espectro con las diferentes bandas presentes en la pectina.

El grado de esterificacidn metilico se determind calculando la relacién entre el area del
pico correspondiente a la vibracién de los grupos carboxilo metilesterificados y la suma de ésta
mas el area correspondiente a la vibracidn de los grupos carboxilo libres (Ecuacién 7). Dicha
relacidn se sustituyo luego en la ecuacién propuesta por Manrique & Lajolo (2002) (Ecuacidn 8).

- A174O [7]
A1740 + A1630

GME = 124,7R + 2,2013 8]

donde Aj740 Y Aisso representan las absorbancias de las bandas de los grupos carboxilo
metilesterificados y los libres, respectivamente.

3.6.6. Capacidad antioxidante y contenido en compuestos fendlicos

Para la determinacion de la capacidad antioxidante y el contenido total de polifenoles se
siguié la metodologia propuesta por Gonzalez-Centeno et al., (2015).

Inicialmente se hizo la extraccién de antioxidantes tanto en el CSN como en las pectinas,
para luego poder cuantificarlos a través de diferentes métodos. Para ello, se afiadieron 0,2 g de
muestra en 20 mL de metanol, se homogenizaron con Ultra-Turrax (T25 Digital, IKA, Germany)
y se incubaron durante 24 h a 4 °C. Posteriormente, se centrifugd a 4.000 rpm durante 10 miny
se filtrd al vacio para recoger el filtrado.

Una vez preparadas las muestras, se procedid al andlisis de antioxidantes mediante los
métodos: ABTS, CUPRAC y FRAP (ver Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Caracteristicas de los diferentes métodos usados para la determinacion de la capacidad antioxidante

Método Reactivo Absorbancia
8 mL de una disolucion de ABTS y K;S;0s en

ABIS EtOH: H20 (25:75) 734 nm
2,5 mLde TPTZ 0,01M + 2,5 mL de tampdn

LS e acetato y 25 mL de FeCls-6H;0 0,02M >93 nm

10 mL Cu (II) 10 mM + 10 mL Neocuprina 450 nm

7,5 mMy 10 mL de tampdn de NH4Ac 1,0M

Para la recta de calibrado, la misma para todos, se utilizé una disolucién acuosa de TROLOX
(rango de la recta 0 — 400 ppm de TROLOX). Las condiciones y cantidades de muestra fueran las
mismas para los tres métodos: 190 uL del reactivo correspondiente al método, 10 uL del patrén
y 10 pL de muestra. El tiempo de incubacion fue de 30 min (Gonzalez-Centeno, M.R et al, 2015).
Por lo tanto, la capacidad antioxidante se midid en equivalente de TROLOX (TE).
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Para la determinacion del contenido en polifenoles totales se utilizé el método de Folin
Na,COs3 75 %. Para la recta de calibrado se utilizé una disolucidon de acido gélico en metanol
(rango de la recta 0 — 250 ppm de acido galico). Para la placa se pusieron 90 plL de agua, 5 uL del
reactivo de Folin, 10 uL de muestra, 10 plL de patrény 80 pL de Na,COs 7,5 %. Por lo tanto, los
polifenoles totales se midieron en equivalente de acido galico (GAE).

3.7.EMULSIONES
3.7.1. Elaboracidon de emulsiones

Se llevaron a cabo una serie de pruebas preliminares para establecer las proporciones
adecuadas de cada componente en la formulacién de las emulsiones. A partir de estos
experimentos se decidié trabajar con un porcentaje constante de materia seca del 40 %, que se
mantuvo completando la formulacién con maltodextrina, que actia como material de pared, y
un 6 % de aceite de girasol.

Se prepararon 250 g de cada emulsion y para ello se fue variando el contenido en proteina
de soja en un intervalo entre 0,30 — 0,60 %, el de pectina comercial entre 0,2—-0,5 %y el de CSN
se estimd de modo que aportara la misma cantidad de pectinas que la pectina pura. Se usé un
buffer de acetato de sodio 1,2 My pH 3,5 ya que de esta manera se consigue que las proteinas
tengan carga positiva y puedan formar complejos con las pectinas comerciales.

En la Tabla 3.5 se presenta la formulacién de las emulsiones estudiadas, expresadas en
porcentaje de cada ingrediente. Las emulsiones se prepararon por duplicado.

Tabla 3.5. Formulacion de las emulsiones: porcentaje de cada componente en cada emulsion (%, w/w)

®
Emulsion Maltodextrina :,:f;e; Twze:n Aceite Pectina CSN Proteina

33,86 60,00 0,14 6,00 - - -
| 03PR | 33,70 60,00 - 6,00 - - 0,30
33,20 60,00 - 6,00 - - 0,60
33,80 60,00 - 6,00 0,20 - -
33,50 60,00 - 6,00 0,20 - 0,30
33,20 60,00 - 6,00 0,20 - 0,60
33,50 60,00 - 6,00 0,50 - -
33,20 60,00 - 6,00 0,50 - 0,30
32,90 60,00 - 6,00 0,50 - 0,60
33,05 60,00 - 6,00 - 0,95 -
32,75 60,00 - 6,00 - 095 0,30
32,45 60,00 - 6,00 - 095 0,60
31,62 60,00 - 6,00 - 2,38 -
31,32 60,00 - 6,00 - 238 0,30
31,02 60,00 - 6,00 - 2,38 0,60
30,60 60,00 - 6,00 - 3,40 -
30,30 60,00 - 6,00 - 340 0,30
30,00 60,00 - 6,00 - 340 0,60

La nomenclatura utilizada para definir las emulsiones es la siguiente: los nimeros,
indican el porcentaje de cada componente eliminando el simbolo de decimal, seguido del
indicativo del componte (PR: proteina de soja; PC: pectina comercial; CSN: concentrado del
subproducto de naranja), declarando los componentes presentes (PR, PC y/o CSN).
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Ademas, la emulsidon Control presenta una formulacién convencional, preparada con un
tensioactivo sintético (Tween®20).

e Emulsidon control

La emulsién control se prepard en dos etapas: primero se disolvié la maltodextrina en el 85
% del buffer, se agité con un agitador magnético hasta su total disolucidn y se calenté hasta unos
40 °C. A continuacién, se afiadio el Tween®20 al resto de agua y se homogenizd con un Ultra-
turrax a 16.000 rpm. Seguidamente, se afiadid el aceite y se siguié dispersando con el Ultra-
turrax durante 10 min. Finalmente, se mezclé la emulsidon con la disolucién de maltodextrina,
siempre que esta Ultima estuviera a 35 °C, con la ayuda de agitacion a 200 rpm. Por ultimo, se
homogenizé con el Ultra-turrax a 16.000 rpm durante 5 min.

e Emulsién de proteina

Se disolvié la proteina en el agua, se mantuvo 2 h en agitacion y se dejé en reposo durante
24 h. Al dia siguiente, se disolvid la maltodextrina en el buffer. Se ajusté el pH de la disolucidn
de proteina a 3,5 con una dilucidon de HCI 37 % 4,8 M. A continuacidn, se produjo la emulsidn
afadiendo el aceite a la disolucién de proteina y homogenizando con un Ultra-turrax a 16.000
rom durante 10 min. Finalmente, se volvié a homogenizar con el Ultra-turrax a 16.000 rpm
durante 5 min, afiadiendo la disolucion de maltodextrina.

e Emulsion de CSN

Se disolvié la maltodextrina en el buffer y luego se afadioé el concentrado del subproducto
de naranja. A continuacién, se homogenizé la disolucidon con el Ultra-turrax a 16.000 rpm
durante 8 min y finalmente se prepard la emulsion afiadiendo el aceite con homogenizacion
durante 15 min.

e Emulsién de pectina

Se disolvié la pectina en el buffer, se mantuvo en agitacion 2 h y se dejé en reposo durante
24 h. Al dia siguiente, se afadio la maltodextrina hasta total disoluciéon. Finalmente, se afiadid
el aceite homogeneizando con un Ultra-turrax a 16.000 rpm durante 15 min.

e Emulsién de CSN y proteina

Se disolvid la proteina en el agua, se mantuvo 2 h en agitacion y se dejo en reposo durante
24 h. Al dia siguiente, se disolvid la maltodextrina en el buffer, se afiadié el concentrado del
subproducto de naranja y se ajusté el pH de la disolucién de proteina a 3,5 con una dilucion de
HCL 37 % 4,8 M, A continuacidn, se homogenizé la disolucion de concentrado del subproducto
de naranja con un Ultra-turrax a 16.000 rpm durante 8 min. Luego, se prepard la emulsion
afiadiendo el aceite a la solucion de proteinas y homogenizando con el Ultra-turrax a 16.000 rpm
durante 10 min. Finalmente, la unién de la disolucidon del concentrado del subproducto de
naranja y la de la proteina se homogeneizé con el Ultra-turrax a 16.000 rpm durante 5 min.

e Emulsién de proteina y pectina

Se disolvid la proteina en el agua y la pectina en el buffer, se mantuvieron 2 h en agitacion
y se dejaron en reposo durante 24 h. Al dia siguiente, se disolvid la maltodextrina en la disolucién
de la pectina y se ajusto el pH de la disolucién de proteina a 3,5 con una dilucidn de HCI 37 % 4,8
M. A continuacion, se prepard la emulsién afiadiendo el aceite a la solucion de proteinas y
homogenizando con un Ultra-turrax a 16.000 rpm durante 10 min. Finalmente, se afiadio la
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disolucién de maltodextrina y pectinay se volvié a homogenizar con el Ultra-turrax a 16.000 rpm
durante 5 min.

3.8. CARACTERIZACION DE LAS EMULSIONES
3.8.1. Determinacion de la viscosidad

Las medidas de viscosidad se realizaron por triplicado, con un viscosimetro rotacional (STS
— 2011, Selecta, Espaiia) sobre un volumen de emulsiéon de 250 mL a una temperatura de 25 + 2
°C. Por la diversa composicion de las emulsiones se usaron dos husillos diferentes (R2 y R3) con
dos velocidades (100 y 200 rpm). Este equipo, mide el angulo de desviacién del eje dando el
valor de la fuerza de torsidn y a partir de este dato y el de velocidad, calcula directamente la
viscosidad en centipoise (cP).

3.8.2. Determinacion del indice de cremosidad (Creaming index)

La estabilidad de las emulsiones se midio a través del método descrito por Verkempinck et
al (2018). Se introdujeron 10 mL de emulsidén en una probeta y se dejaron reposar 24 h. Cuanto
mayor sea el valor del indice de cremosidad (Cl), menos estable serd la emulsién. Este pardametro
se calculd mediante la Ecuacién 9.

sh [9]
Cl = —-100
th
donde sh es la altura de la fase formada en la parte inferior de la probeta y th es la altura
total de la emulsién en la probeta. Todas las mediciones se hicieron en unidades de mm con un
pie de rey y se realizaron por duplicado.

3.8.3. Determinacion del tamafio de las gotas de aceite

Para evaluar la estabilidad de las emulsiones se determiné el tamafio de gota de aceite
mediante microscopia éptica (BH2, Olympus, Espafia) y analisis de imagen (Image) 1.80, Creative
commons license). De cada emulsién se hizo una dilucién de 100 uL con 1 mL de buffer de
acetato de sodio. A continuacidn, se aifadidé una gota de la disolucién sobre el portaobjetos y se
cubrioé con el cubreobjetos. Se tomaron imagenes a tiempo 0 (inmediatamente después de la
preparacion de la emulsion) y a las 24 h. Se adquirieron como minimo 10 imagenes de cada
emulsion. Las emulsiones se conservaron en nevera a una temperatura de 4 °C. A partir de las
fotografias se realizo el analisis de imagen que consistio en el escalado, el cual permite relacionar
una longitud conocida con un nimero de pixeles. Primero se mejord el contraste de la imagen
para luego realizar una transformacién binaria. Seguidamente se aplicd el filtro blur y se usé la
opciéon watersherd que sirve para separar las gotas que estan muy juntas o floculadas.
Finalmente, se uso la opcidon analyze particles seleccionando las particulas con una esfericidad
entre 0,7 y 1 (Figura 3.7). A partir del analisis de imagen se obtuvieron las areas de las gotas de
aceite, con este dato se calculd el volumen y el diametro de las gotas asumiendo geometria
esféricas. Luego se crearon clases en base al diametro y se calculd el porcentaje de volumen de
aceite que pertenecia a cada clase.

32



Para describir las distribuciones del tamafio de particula se calculd el percentil 50; de tal
forma que dso representa el valor medio del tamaio de gotas de aceite, indicando que un 50 %
del volumen de aceite pertenece a gotas con didmetro menor a ese valor. A partir de estos datos
se calculd el span (Ecuacion 10), un parametro de amplitud de la distribuciéon que permite
disponer de una medida del grado de dispersién de los datos alrededor de la mediana (Shamaei
et al., 2017).

_dso [10]

: " .-‘ Mejora del ~ [&s PN WRARCL
- contraste R

Transformacion
binaria

Relleno de
huecos y
analisis de
particulas

Analyze
particles

Figura 3.6. Transformacion de la imagen en el programa ImageJ
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3.8.4. Determinacion del potencial zeta

Para determinar el potencial zeta, se disolvieron 100 pL de emulsidn en 50 mL de agua MilliQ
y se ajustd el pH = 3,5 con HCI 0,1 M. Luego, por triplicado, se midié el potencial zeta con un
Zetasizer, Nano — ZS90 (Malvern, UK), que directamente estima el potencial zeta a partir de la
movilidad electroforética de las gotas usando el modelo de Smoluchowsky (Nayak, A.K, et al.,
2017).

Figura 3.7. Equipo Zetasizer, Nano — ZS90 para la determinacion del potencial zeta
3.8.5. Determinacidn del color

Para llevar a cabo el analisis del color de las emulsiones se procedié de la misma manera
que con las pectinas, siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.6.2 pero utilizando 10
mL de emulsidn.

3.9. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para analizar estadisticamente los resultados obtenidos, se utilizd el programa R (versidn
3.5.3, R Foundation for Statistical Computing, Austria). En todas las determinaciones analisticas
realizadas, los resultados se presentan como media y desviacién estandar de las mediciones
realizadas.

Para evaluar la existencia de diferencias significativas entre muestras respecto a los
diferentes parametros analizados, en primer lugar, se utilizé el test de Shapiro para determinar
si la distribucion de datos era normal y el test de Levene para evaluar la homogeneidad de las
varianzas. En caso de que las distribuciones no fueran normales, se procedié a normalizar los
datos con una transformacién mediante logaritmo (log(x) o log (x + 1)). Si los datos resultaron
ser normales y homogéneos (con o sin transformacion), se utilizaron tests paramétricos (ANOVA
y test de Tukey). En caso contrario, se utilizaron tests no paramétricos (test de Kruskal Wallis y
test de Pairwise-Wilcox).

34



4, RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se presentan y discuten los resultados obtenidos del presente estudio. En
primer lugar, se presentan los resultados obtenidos en relacidon con la determinacion de la
capacidad calorifica del solvente y de la potencia acustica de la sonda utilizada.

Posteriormente, se detallan y discuten los resultados obtenidos para la caracterizacion del
concentrado del subproducto de naranja y de las pectinas, asi como de todos los parametros
analizados para la evaluacion de la estabilidad de las emulsiones para su uso en secado mediante
pulverizacién.

4.1. CAPACIDAD CALORIFICA DEL SOLVENTE DE EXTRACCION

Se determiné la capacidad calorifica de la disolucidn utilizada para la extraccién de las
pectinas del concentrado de piel de naranja. Se siguié la metodologia descrita en el apartado
3.5.2. La capacidad calorifica de la solucién de &cido citrico de pH 1,5 fue de 4305 + 102 Jkg'K*
para 25 °C, siendo muy similar a la del agua a la misma temperatura (4180 J kgt K2).

4.2.CARACTERIZACION DE LA SONDA DE ULTRASONIDOS

La densidad de la potencia acustica generada por la sonda de ultrasonidos de 22 mm de
didmetro se determind mediante calorimetria, obteniéndose un valor de 142 + 5 W L.

4.3.0BTENCION Y CARACTERIZACION DEL CONCENTRADO DEL SUBPRODUCTO DE
NARANJA Y DE PECTINAS EXTRAIDAS Y COMERCIALES

Con el objetivo de obtener un material estable, homogéneo y adecuado para utilizar
como materia prima para la extraccion de pectinas y la elaboracién de las emulsiones
correspondientes, se procedié a la obtencién del CSN segun la metodologia descrita en el
apartado 3.4. También se procedio a la extraccion de las pectinas del CSN y a la caracterizacion
de fisico-quimica del CSP, de las pectinas extraidas de él y de las pectinas comerciales siguiendo
la metodologia descrita en el apartado 3.5.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en la caracterizacidon
fisicoquimica de los tres materiales (CSN, pectinas extraidas y pectinas comerciales) que incluye
el contenido en humedad, el color, la fibra alimentaria y composicién en polisacdaridos, la
capacidad antioxidante y el contenido fendlico total y el grado de esterificaciéon metilico.
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4.3.1. Contenido en humedad

Para determinar el contenido en humedad (% b.h) se procedié segun la metodologia
descrita en el apartado 3.6.1. En la Tabla 4.3 se presentan los resultados obtenidos tanto para
el CSN como para las pectinas extraidas y comerciales.

Tabla 4.3. Contenido en humedad del concentrado del subproducto de naranja (CSN) y de las pectinas extraidas y
comerciales.

CSN Pectllnas Pecthas
extraidas comerciales
53%0,5 6,59 + 0,07 2,5+0,6

El bajo contenido de humedad del CSN le confiere estabilidad, lo que indica que el
acondicionamiento realizado fue adecuado. Segln la bibliografia encontrada, en el estudio
realizado por Kaderides et al. (2017) obtuvieron un valor de contenido en humedad para el
concentrado del subproducto de naranja de 8,52 + 0,12 % b.h; y Crizel et al. (2013) realizaron
una determinacién del contenido de humedad para dos tipos de concentrado del subproducto
de naranja: piel, pulpa y semillas (7,9 = 0,2 % b.h) y con solamente piel (7,1 £ 0,1 % b.h). Estos
valores son similares al obtenido en el presente estudio; las diferencias se atribuyen a los
procesos llevados a cabo para obtener dicho concentrado del subproducto de naranja.

En cuanto al contenido de humedad de las pectinas extraidas, Kurita et al. (2008)
obtuvieron un valor de 7,4 + 0,06 % b.h, que es préximo al valor que se ha obtenido en este
trabajo. El contenido en humedad de las pectinas es importante porque es un indicador de su
estabilidad ya que, por sus caracteristicas quimicas, es posible el crecimiento de
microorganismos, especialmente hongos. Una pectina muy himeda es dificil de pulverizar, se
adhiere a las superficies y tiene menor estabilidad y tiempo de vida util. No obstante, una
pectina demasiado seca puede ser resistente a la molienda y presentar un color mas oscuro
(Ardila, 2007).

Comparando el valor de las pectinas extraidas con las comerciales, estas Ultimas tienen
un contenido en humedad menor por lo que presentan una mayor estabilidad frente al posible
crecimiento de microorganismos.
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4.3.2. Determinacion del color

Los resultados obtenidos en la determinacién del color del CSN y de las pectinas, tanto
las extraidas como las comerciales, en el espacio de color CIELab*, se presentan en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Resultados obtenidos en el andlisis del color. Letras diferentes indican diferencias significativas p < 0,05

71,2 +0,09° 6,4+0,1° 40,5+0,2°  30,6+0,3
82140,2°  194%003 12302 -
CSN (Crizel et al. 2013) 67,2+0,9 514+0,18  33,43+0,87 -

Piel fresca (Garau et al.
= + + .
2007) 69,7 £ 2,5 16,3+3,1 69,5+ 7,3

El valor de L* en los tres productos refleja su color blanquecino, siendo las pectinas
extraidas las que presentaron menor luminosidad. El CSN a su vez, tiene una tonalidad
anaranjada bastante amarillenta (valor positivo de a* pero no muy alto y elevado valor de b*).
En la misma tabla en color azul, se presentan los resultados obtenidos en el estudio realizado
por Crizel et al. (2013) sobre el CSN y también, los obtenidos por Garau et al. (2007) sobre piel
de naranja fresca.

82,5 +0,3° 7,540,2° 60,5+0,4°  485%0,4

Comparando los valores bibliograficos con los del presente trabajo, el CSN obtenido en
este estudio es mas luminoso y presenta una cierta decoloracién con respecto a los valores
obtenidos para la piel de naranja fresca. Esto nos puede indicar que el proceso de
acondicionamiento de la materia prima provocé pérdida de color. Ademads, Garau et al. (2007),
determind el color de la piel de las naranjas frescas y en el presente trabajo se determind el
color del concentrado del subproducto de naranja que incluye el flavedo y albedo, siendo este
ultimo blanco, razén que puede explicar la diferencia observada.

En cuanto a las pectinas, los resultados obtenidos para las extraidas y las comerciales
son significativamente (p < 0,05) diferentes, siendo las comerciales mas blancas (valor de L*
superior). Ademas, observando los valores de los parametros a* y b* de ambas pectinas,
podemos decir que las pectinas extraidas (a* = 71,24 £+ 0,09 y b* = 6,4 + 0,1) tienen mas
coloracion que las comerciales (a* 1,94 £ 0,03y b* 12,3 £ 0,2). Segun la FAO (2009), las pectinas
presentan un color blanco, amarillento, verdoso o marrén. La fibra alimentaria, y por lo tanto
las pectinas, no son coloreadas en la naturaleza, sino mas bien blancas. Sin embargo, en las
paredes vegetales se encuentran pigmentos organicos que pueden ser extraidos junto a las
pectinas. Las frutas y vegetales de colores amarillos y verdes suelen ser ricas en flavonoides y
carotenoides.

Se calculé la diferencia de color (AE) de las pectinas extraidas y del CSN con respecto a
las pectinas comerciales. El hecho de obtener un valor superior a cinco hace que sea detectable
por el ojo humano. El valor AE teniendo en cuenta el CSN (AE = 48,5 £ 0,4) es superior al obtenido
con las pectinas extraidas (AE = 30,6 £ 0,3) cosa que se explica teniendo en cuenta la coloracidn
natural que tiene el CSN. Por lo tanto, la mayor diferencia de color con las pectinas comerciales
se obtuvo con el CSN.
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4.3.3. Contenido en fibra alimentaria. Residuo insoluble en alcohol (AIR)

La utilizacién del AIR como método de cuantificacién de fibra alimentaria sélo es
adecuado para frutas y verduras que presentan un bajo contenido en almiddn debido a que éste
precipita junto a los demas polisacaridos. Segin Mosa y Kalil (2015) la piel de naranja se
encuentra practicamente libre de almiddn, por tanto, el método AIR se ha considerado
adecuado.

El contenido en fibra alimentaria o residuo insoluble en alcohol de la materia prima fue
de 32,0 + 0,7 g AIR/100 g CSN b.s. Kaderides et al. (2017), obtuvieron un valor de 48,9+ 0,5 g
AIR/100 g CSN b.s y Crizel et al. (2013) de 46,2 + 2,3 g AIR/100 g CSN b.s; ambos usando la
metodologia AOAC Official Methods 991.43. Los valores bibliograficos son superiores al valor
obtenido en el presente estudio, esta diferencia podria deberse a diferentes factores como seria
el diferente método de andlisis, el uso del flavedo y el albedo en la obtencién del CSN, o también
a la variedad de naranja usada como materia prima.

4.3.4. |dentificacion y cuantificacién de azucares
- Monosacaridos

El contenido en azucares, unidades basicas que componen las pectinas y demas
polisacaridos, se muestran en la Tabla 4.5, tanto para el AIR del CSN como para las pectinas
extraidas.

Tabla 4.5. Composicion en monosacdridos de las muestras de concentrado del subproducto de naranja y pectinas
obtenidas mediante extraccion acustica.

Ramnosa 1,2+0,1 1,5+0,8
Fucosa 1,1+0,2 0,9+0,2
Xilosa 9,5+0,4 1,9+0,6

Manosa 56+0,4 5,7+0,6

Galactosa 226+1,1 16,0+ 1,7

Glucosa 29,1+1,0 343+1,5

Arabinosa 41,0+£1,5 32,8+2,1
Acidos urénicos 159,2 + 6,4 261,5+19,5

Observando los resultados obtenidos, los azticares mas abundantes, tanto en el AIR del
CSN como en las pectinas, fueron los acidos urénicos. También se detectaron cantidades
importantes de arabinosa, glucosa y galactosa. Segun Badaré et al., (2020) las pectinas son ricas
en acido galacturdnico, arabinosa, galactosa y glucosa, y contienen pequefias cantidades de
xilosa y ramnosa.

En el estudio de Kaya et al., (2014) sobre la caracterizacién de muestras de pectinas
citricas, se obtuvieron también los acidos urdnicos (35,6 % molar), la arabinosa (15% molar) y la
glucosa (29,5% molar) como los monosacdridos mayoritarios presentes en la piel de la naranja.

Umafia et al. (2019) realizaron un estudio sobre los efectos de la potencia acustica y del
pH sobre extractos enriquecidos de pectinas obtenidos a partir de subproductos de naranja. Los
acidos urdnicos (29,5 * 1,6% molar), la arabinosa (26,2 + 1,6% molar) y la glucosa (22,2 + 3,0%
molar) fueron los monosacaridos mas abundantes en la piel de naranja.
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Hosseini et al., (2019) realizé un estudio sobre la optimizacidn y caracterizacion de las
pectinas extraidas de la piel de la naranja a través del método asistido por ultrasonidos. Las
pectinas contenian en mayor proporcion acido urdnico (65,3% molar) y galactosa (25,1% molar).
De igual manera, en el estudio de Kurita et al. (1998) sobre la caracterizaciéon de pectinas
extraidas a partir de piel de naranja en presencia de acido citrico, los acidos urdénicos (35,0 + 3,1
mg/g pectina b.s), la galactosa (13,4 + 1,0 mg/g pectina b.s) y la arabinosa (23,7 + 2,9 mg/g
pectina b.s) fueron los aztcares mas abundantes.

En conclusién, en todos los estudios bibliograficos, los azlicares mas abundantes son los
acidos urdnicos, la arabinosa, la glucosa y la galactosa, al igual que en el presente trabajo.

- Pectina, celulosa y hemicelulosa

La composicién en polisacaridos del AIR del CSN se dedujo a partir de la composicion en
azucares simples utilizando las Ecuaciones 4, 5y 6. En la Figura 4.1 se representa la proporcion
aproximada de los tres compuestos, observando como las pectinas son el principal componente
del CSN (83 %), seguido de la celulosa (10 %) y siendo la hemicelulosa el componente minoritario
(7 %).

83 %

® Pectina Celulosa = Hemicelulosa

Figura 4.1. Composicion en pectina, celulosa y hemicelulosa del concentrado del subproducto de
naranja

El hecho de que las pectinas sean el componente mayoritario se explica debido al
elevado contenido en 4cidos urdnicos (159,2 £ 6,4 mg acidos urdnicos /g CSN b.s) que presenta
el CSN. En el estudio realizado por Zegada Franco (2015) en el cual se llevé a cabo la extraccion
de pectina de residuos de cdscara de naranja por hidrdlisis acida asistida por microondas, se
obtuvo un 41,8 % de pectinas, siendo el polisacarido mds abundante. El valor obtenido en el
presente trabajo es mayor y se puede atribuir al hecho de que se ha incluido el flavedo y el
albedo.
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4.3.5. Determinacion del grado de esterificacion metilico

La Figura 4.2 muestra el espectro FTIR de las muestras de pectinas comercial y extraidas. Las
bandas mas importantes para la determinacién del grado de esterificacion metilico son aquellas
que aparecen alrededor de 1630 cm™ y 1750 cm™. Estas bandas son indicadoras de grupos
carboxilos libres y esterificados, los cuales son utiles para la identificaciéon de pectinas de alto y
bajo metoxilo.

FTIR
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Figura 4.2. Espectro FTIR de las pectinas comerciales y extraidas

En el FTIR de las pectinas comerciales, la banda que aparece a 1747 cm™ corresponde al
enlace de vibracién C=0 de los grupos carboxilo metilesterificados (COOH y COOCHs) y el pico a
1633 cm pertenece a los grupos carboxilo libres (banda de vibracién de tensidn simétrica del
grupo COO). En el caso de las pectinas extraidas, la banda correspondiente a los grupos
metilesterificados es la de 1731 cm™y la banda a 1633 cm™ a los grupos libres. Comparando los
dos espectros, hay una clara diferencia en el pico correspondiente a los grupos
metilesterificados, siendo el area de las pectinas extraidas mucho mads grande. Este hecho hace
que se puede concluir que las pectinas extraidas son HMP y las comerciales LMP (Kurita et al.,
2015, Silva et al., 2008).

Adicionalmente, las intensidades de absorcion de los enlaces de estiramiento C-H
aparecen a 2960 cm y los dobles enlaces a 1384 cm™ (Kurita et al., 2008, Silva et al., 2008). Por
otro lado, la amplia y fuerte banda de absorcidn que aparece a 3423 cm corresponde a la
vibraciéon O-H debido a los enlaces inter e intramoleculares de hidrégeno localizados en la
cadena principal del 4cido galacturdnico (Venzon et al., 2015).

Dependiendo del grado de esterificacién metilico (GME), las pectinas pueden clasificarse
como pectinas de alto metoxilo (HMP) con GME mayor al 50 % y pectinas de bajo metoxilo (LMP)
con GME menor al 50 %). Los resultados experimentales se presentan en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Grado de metilesterificacion del concentrado del subproducto de naranja (CSN), y de las pectinas
comerciales y extraidas

GME (%)

Pectinas comerciales 48 £ 2
Pectinas extraidas 95+3

359+0,5
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Tanto las pectinas comerciales (48 £ 2 %) como el CSN (35,9 + 0,5 %) se clasifican como
LMP, aunque su GME estd cerca del 50 %. Si comparamos estos valores con el obtenido para las
pectinas extraidas (95 + 8 %), éstas Ultimas serian consideradas HMP. No obstante, se obtiene
un GME muy elevado que puede ser debido a que aparte de pectinas se han extraido otros
polisacaridos.

Ambas son capaces de formar geles, pero bajo diferentes condiciones: las HMP forman
geles en altas concentraciones de azlcar y pH bajos mientras que las LMP forman geles en
presencia de iones calcio y no requieren de concentraciones altas de azucar ni pH bajos; por lo
tanto, las HMP se utilizan en la industria para la elaboracién de geles dulces, mermeladas o para
la estabilizacién de bebidas acidificadas; mientras que las LMP se utilizan para la elaboracién de
geles en alimentos que no contienen cantidades muy altas de azucar, incluso para alimentos
salados como salsas (Fishman et al, 2015).

4.3.6. Capacidad antioxidante y contenido en polifenoles totales

Un problema importante de las industrias alimentarias es la velocidad de oxidacion de
diferentes productos alimenticios. Este fendmeno puede evitarse o retrasarse mediante el uso
de antioxidantes, ya sean sintéticos o naturales. No obstante, el uso de antioxidantes sintéticos
en la industria alimentaria se encuentra bajo gran consideracién principalmente por razones
toxicoldgicas. En este sentido los subproductos de los citricos pueden resultar interesantes no
solo por su importante contenido en fibra, sino también por su capacidad antioxidante (Garau
et al., 2007).

Tabla 4.8 Resultados obtenidos para la capacidad antioxidante y en contenido en polifenoles totales en el
concentrado del subproducto de naranja (CSN) y en las pectinas comerciales.

Contenido en polifenoles
totales (mg GAE /g b.s)

Capacidad antioxidante (mg TE/g b.s)

| currAC ABTS FRAP

CSN 25+1 27,96 + 0,03 25+3 17+2

2+1 No detectable 1,1+0,3 0,268 £ 0,005
comercial

En la Tabla 4.8 se presentan los resultados obtenidos en la determinaciéon de la
capacidad antioxidante (de acuerdo con tres métodos diferentes, CUPRAC, ABTS y FRAP) y el
contenido en polifenoles totales. Se muestran los valores para las dos muestras analizadas (CSN
y pectinas extraidas) Como puede observarse en la tabla, el CSN presentdé una capacidad
antioxidante considerable, mientras que en las pectinas comerciales es casi inexistente.

Garau, et al. (2007) obtuvieron valores de contenidos en polifenoles totales en la piel de
naranja seca (variedad C. aurantium cv. Canoneta) de 51 + 3 mg GAE/g CSN b.s. Para su
determinacion se usé el mismo método que en el presente trabajo, el método de Folin-
Ciocalteau. Las diferencias observadas entre el valor bibliografico y el experimental se puede
atribuir a que Garau, et al., (2007) solo usé la piel de la naranja y en el presente trabajo ademas
de la piel, también se utilizé el flavedo y el albedo. Ademas, la variedad de la naranja también
influye porque por ejemplo la variedad C. Sinensis presentd 89 + 5 mg de acido gélico/g CSN b.s
(Garau et al., 2007).
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4.4. CARACTERIZACION DE LAS EMULSIONES

La estabilidad de una emulsién describe su capacidad para resistir cambios en sus
propiedades con el tiempo. Esta depende de factores como la viscosidad, tamafio de las gotas
de la fase dispersa, propiedades del tensioactivo y las condiciones de almacenamiento
(temperatura, agitacion, vibracion, dilucién o evaporacidn). Para evaluar la estabilidad y
caracteristicas de las emulsiones preparadas se determiné su viscosidad, potencial zeta, indice
de cremosidad, y tamafio de las gotas de aceite.

4.4.1. Viscosidad

Se determind la viscosidad de las emulsiones preparadas siguiendo la metodologia
descrita en el apartado 3.8.1. Los resultados se muestran en la figura 4.5 en forma de medias y
desviaciones estandar. Se han agrupado las muestras segun su contenido en pectina (PC) y en
CSN, y en cada grupo, se diferencia de acuerdo con el contenido en proteina de soja (PR).
También se ha incluido la viscosidad de la emulsién Control.

Viscosidad
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Figura 4.3. Resultados obtenidos en la determinacidn de la viscosidad. Letras diferentes indican
diferencias significativas p < 0,05

La emulsidn control, elaborada con el tensioactivo Tween®20, mostré una viscosidad de
152 + 6 cP. Las emulsiones preparadas con pectina y CSN presentan una viscosidad superior,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) al anadir proteina y en las
emulsiones con la concentracidon mas alta de CSN (34CSN) y de pectina (05PC).

Una viscosidad mas alta puede llegar a ser deseable pues incrementa la estabilidad
frente a la migracidn de las gotas hacia arriba y dificulta su movilidad en general. Si observamos
las emulsiones que llevan pectina (02PC = 160 + 1 y 05PC = 240 + 1), a medida que aumenta el
contenido de este componente aumenta significativamente (p<0.05) la viscosidad llegando a
valores muy proximos al limite del equipo de secado por pulverizacidn (spray drying) (300 cP).
Este hecho nos indica que la cantidad de pectina deberd ser limitada al 1-2%, ya que a
concentraciones mayores se obtendrian emulsiones con elevada viscosidad, no adecuadas para
el proceso de secado por pulverizacién.
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En cuanto a las emulsiones elaboradas con CSN, a medida que aumenta su contenido,
aumenta la viscosidad de la emulsién (154 + 6 cP en 1CSN, 163 + 7 cP en 2CSN y 205 + 15 cP en
34CSN). Para alcanzar los mismos valores de viscosidad que con las pectinas parece que se
deberian adicionar mds cantidades de CSN.

Por lo que se refiere al contenido en proteinas, se observa que, a mayor cantidad de
proteina de soja adicionada, mayor es la viscosidad (por ejemplo, 173 + 6 cP en 10CSNO3PR y
183 + 8 cP en 10CSNO6PR), si bien en la mayoria de los casos, el aumento en un solo incremento
dentro del intervalo de concentracidn de proteina utilizado no provocé cambios significativos
en la viscosidad. Aun existiendo diferencias significativas entre algunas emulsiones, todas
presentaron valores inferiores a 300 cP.

En conclusién, es necesario adicionar mas cantidad de CSN para estabilizar las
emulsiones igual de bien que lo hacen las pectinas. Por lo tanto, se comprueba que las pectinas
permiten aumentar la viscosidad de las emulsiones incluso a baja concentracién, pero hay que
tener en cuenta que hay que limitar su cantidad porque se pueden alcanzar valores demasiados
elevados de viscosidad
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4.4.2. Potencial zeta

El potencial zeta indica la carga eléctrica que hay en la superficie de las gotas de aceite
(Noello et al., 2016) dentro de la emulsidn. En esta investigacidn, se han preparado emulsiones
de doble capa en donde la proteina de soja es una de las capas y la pectina o el concentrado del
subproducto de naranja forma la segunda capa. Las emulsiones se elaboraron a pH = 3,5,
estando dicho pH por debajo del punto isoeléctrico (pl) de las proteinas de soja (pl = 4,0), de tal
manera que se espera que, a este pH, las proteinas presenten una carga positiva. Al estar
cargadas positivamente las proteinas podrian unirse a los polisacdridos con carga negativa
(pectinas) para formar complejos que han demostrado eficiencia para estabilizar emulsiones.

Los resultados obtenidos en la medida del potencial zeta de las emulsiones se muestran
en la Figura 4.4 en forma de medias y desviaciones estandar. Se han agrupado las muestras
segln su contenido en pectina (PC) y en CSN, y en cada grupo, se diferencia de acuerdo con el
contenido en proteina de soja (PR). También se ha incluido la viscosidad de la emulsion Control.

Todas las emulsiones presentaron valores negativos de potencial zeta, excepto las
emulsiones 03PR (14,5 + 3,6 mV) y 06PR (18,5 + 1,6 mV) debido a que la proteina a pH 3,5 tiene
carga positiva. Al afiadir la pectina, el valor del potencial zeta es negativo debido a que la pectina
tiene carga negativa en el pH de trabajo (pH 3,5). De igual manera ocurre si afiadimos el
concentrado del subproducto de naranja, por lo que podemos decir que el CSN también tiene
carga negativa a pH 3,5, debido a la presencia natural de pectinas en este material.
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Figura 4.4. Resultados obtenidos en la determinacion del potencial zeta. Letras diferentes indican
diferencias significativas p < 0,05

Cabe mencionar, que aquellas emulsiones estabilizadas con pectinas y con CSN que
tienen mayor contenido en proteina, presentan valores absolutos de potencial zeta mas
pequefios que cuando tienen menor cantidad de proteina. Por ejemplo, la emulsién 02PC
presenta un valor de -24,4 + 1,2 mV, la 02PCO3PR tiene un valor de -23,0 £ 0,5 mV y la emulsion
02PCO6PR tiene un potencial zeta de -18,4 + 1,6 mV. Por lo tanto, a mayor contenido de proteina
de soja, mas cercano a cero es el valor del potencial Z. El cambio de carga después de la adicion
de pectina sugiere que las gotas de aceite estabilizadas por proteina de soja fueron
completamente recubiertas por pectina (Noello et al., 2016).
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Resultados similares se encuentran recogidos en la bibliografia. Noello et al., (2016)
realizé un estudio de microencapsulacidn por spray drying de aceite de chia usando emulsiones
estabilizadas con proteina de suero (lactea) y pectinas. Los resultados que obtuvo en la
determinacién del potencial zeta se muestran en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9. Valores bibliogrdficos del potencial zeta

Composicion de la emulsion Potencial zeta (mV) \

Aceite de chia + proteina de suero +25,63 £ 0,53
Aceite de chia + proteina de suero + pectina -31,43+0,36

En los valores bibliograficos, la emulsidon que contiene solo proteina de suero presentd
un valor positivo de potencial zeta debido al caracter catidnico de la proteina a pH 3,8. No
obstante, con la adicidn de pectina, la emulsién exhibié un potencial zeta negativo ya que ahora
se tiene un caracter anidnico.

4.4.3. indice de cremosidad

El indice de cremosidad (Cl) de las emulsiones a las 24 h después de haberse preparado
la emulsidn se calculd a través de la Ecuacion 7 y los resultados se presentan en la Figura 4.5.

Los valores y, por tanto, la estabilidad de las emulsiones depende del agente
emulsificante utilizado. Al utilizar Tween®20 (emulsién Control) la emulsidn presenté un valor
de Clde 62,5 £ 2,1 % después de 24 h. El resto de las emulsiones presentaron valores inferiores
excepto la emulsién 10CSN (sdlo lleva CSN) que presentd un valor de 77 £ 5 %, siendo, por tanto,
la menos estable de todas. Con la presencia de pectina, a medida que aumenta el contenido de
éstay el de proteina, el valor del Cl disminuye, hecho que concuerda con qué, a mayor viscosidad
de la emulsion, mayor estabilidad y, por lo tanto, hay una menor migracidn de las gotas de aceite
hacia la superficie.

Resultados similares se observaron al formular las emulsiones con CSN, al aumentar su
contenido y el de proteina de soja, aumenté la viscosidad y, como era de esperar, la emulsion
resulté ser mas estable presentando un valor de CI menor. De hecho, en las emulsiones
preparadas con mayor cantidad de pectina y CSN, el Cl fue O, es decir, no se detectd este
fendmeno tras las 24 h, por lo que estas emulsiones presentaron gran estabilidad. Esto puede
estar relacionado con su alta viscosidad (Figura 4.5).

Segun Maravic et al.,, (2019) obtuvieron valores entre 70—75 % en emulsiones
preparadas con concentrado de piel de remolacha, 86 % con pectinas de remolacha y 90 % con
almidén modificado. Por lo tanto, las emulsiones mas estables fueron las preparadas con
concentrado de piel de remolacha, hecho que estos autores relacionaron con el aumento de
viscosidad. Esto concuerda con el presente trabajo, ya que las emulsiones preparadas con
pectinas y CSN cuando se les afiade la proteina son mas estables que la preparada con
Tween®20.

45



indice de cremosidad
B OPR m0O3PR mO6PR

90
80
70 b b b
S 60 _ ‘ PR
- o
-850 cd
- =L
% 40
o
2 30
>
20
10 f fff oy ffof
O == P — e

Control 0PC 02PC 05PC 10CSN 24CSN 34CSN

Figura 4.5. Resultados obtenidos en la determinacion del indice de cremosidad. Letras diferentes indican
diferencias significativas p<0,05

4.4.4, Tamano de las gotas de aceite

El tamafio de las gotas de aceite de las emulsiones es una caracteristica muy importante
para su estabilidad. Una vez preparada la emulsién, el aumento del tamafo de las gotas se debe
a diferentes mecanismos de inestabilidad como floculacién, coalescencia, sedimentacion y
maduracién de Ostwald (McClements, 2007). Por lo tanto, se evalud el efecto de las pectinas y
el CSN sobre la estabilidad de la emulsién relativa al tamafio de las gotas dispersas. Para ello, se
us6 el microscopio dptico y, sobre las imdgenes obtenidas, se realizd un andlisis de imagen a
través del programa Imagel 1.8 (Creative commons license).

A continuacidn, se presentan, a modo de ejemplo, imagenes de todas las emulsiones al
acabar su preparacion y a las 24 h (Figuras 4.6 (emulsiones con pectina) y 4.7 (emulsiones con
CSN)) obtenidas con el microscopio éptico.
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Figura 4.6. Fotografias del microscopio optico de las emulsiones C, 03PR, 06PR 02PC, 02PCO3PR, 02PCO6PR, 05PC,
O5PCO3PR y 05PCO6PR a las 0y 24h.

Como se puede observar, las emulsiones con pectina (02PCy 05PC) presentan gotas mas
grandes que las emulsiones con proteina (03PR y 06PR) y la emulsién control (C) tanto a tiempo
0 como a las 24 h. Al afiadir la proteina, el tamafo de las gotas disminuyd. Ademas, las

emulsiones con proteina y las de menor proporcidn de pectina y mayor de proteina (02PCO6PR)
presentaron floculacién.
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Figura 4.7. Fotografias del microscopio dptico de las emulsiones 10CSN, 10CSNO3PR, 10CSNO6PR, 24CSN,
24CSNO3PR, 24CSNO6PR, 34CSN, 34CSNO3PR y 34CSNO6PR a las 0 y 24h.
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Al aiadir CSN (10CSN, 24CSN y 34CSN), el tamafio de las gotas aumentd con respecto a
las emulsiones con proteina (03PR y OPR). Al igual que con las emulsiones con pectina, al anadir
proteina el tamano de las gotas disminuyd, siendo mas grandes a medida que hay mas

proporcién de CSN en la emulsién.

En las Figuras 4.8 (emulsiones con pectina) y 4.9 (emulsiones con CSN) se presentan las
distribuciones del volumen de aceite en funcién del tamafio de gota de todas las emulsiones
preparadas. En la gréfica de cada emulsidon se encuentra representada la distribucién de tamafio
a tiempo cero (inmediatamente después de preparacién) y a las 24h de su elaboracién.
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Figura 4.8. Distribucion del tamarfio de particula a tiempo 0y 24 h de la emulsion control, 03PR, 06PR,
02PC, 02PCO3PR, 02PCO6PR, 05PC, 05PCO3PR y 05PCO6PR

La emulsion control es la emulsién que presentd la mediana de tamaiio de las gotas mas
pequefia. Sin embargo, resulto ser inestable con el tiempo exhibiendo la distribucion a las 24 h,
un hombro a ~ 10 um. En cuanto a las emulsiones con proteina (03PR y 06PR), la distribucion del

tamanfio de gotas se desplazo hacia la derecha, mostrando el aumento de dicho tamario, también
presentaron floculacion y a su vez, las gotas aumentaron de tamanio con el tiempo. No obstante,
aumentando el contenido en proteina se obtuvieron emulsiones con medianas de tamafio

menores.

Al preparar emulsiones con pectinas (02PC) no se observo floculacién, pero el tamafio
de gota fue superior al de las gotas de la emulsiéon 06PR. Ademas, resultd ser muy inestable con
el tiempo. Al afadir proteina a la anterior emulsién, la distribuciéon del tamafio de gotas se
desplazo hacia la izquierda en comparacidén con la muestra control, y presenté mucho mas
estabilidad con el tiempo, siendo la emulsién 02PCO6PR la mas estable.
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Al afiadir mayor cantidad de pectina (05PC), el d50 disminuyd y fue mas estable con el
tiempo. Al afladir proteina, la distribucién del tamafio de gota se desplazé ligeramente hacia la
izquierda, disminuyendo dicho tamafio. Ademas, resultaron ser mas estables con el tiempo,
siendo la emulsidon de 0,5pc0,6pr la que presentdé mayor estabilidad. Si comparamos las
emulsiones preparadas con pectina y proteina (02PCO3PR, 02PCO6PR, 05PC0O3PR y 05PCO6PR),
las que se formularon con mayor cantidad de proteina fueron las que mostraron mayor
estabilidad con el tiempo y siendo el tamano de gota de las cuatro emulsiones, muy similar.
Ademas, las emulsiones 02PCO6PR y 05PCO6PR mostraron una distribucién del tamafio de gota

monomodal.
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Figura 4.9. Distribucion del tamafo de particula a tiempo 0y 24 h de la emulsion 10CSN, 10CSNO3PR, 10CSNO6PR
24CSN,24CSNO3PR, 24CSNO6PR, 34CSNO3PR y 34CSNO6PR

En cuanto a las emulsiones preparadas con CSN (10CSN y 24CSN), éstas no presentaron
fléculos, pero se observaron gotas grandes y que aumentaron de tamafio con el tiempo. Al
afiadir proteina, el tamafio de particula disminuyd significativamente (p<0.05), pero siguid
observandose floculacion (10CSNO3PR, 10CSNO6PR, 24CSNO3PR y 24CSNO6PR) y estos fléculos
fueron mas grandes cuando se aumentd la cantidad de proteina. No obstante, las cuatro
emulsiones de proteina fueron mas estables con el tiempo que la emulsién solo con 1% de CSN.

Al preparar las emulsiones con mayor cantidad de CSN (3,4%), disminuyé el tamafio de
gota y aumento la estabilidad con el tiempo. Al afiadir proteina, el tamafio de gota disminuyé
considerablemente, siendo similar a la distribucidon de tamafio de gota de las emulsiones con
menor CSN y proteina. No obstante, las emulsiones 34CSNO3PR y 34CSNO6PR presentaron

menos floculos.
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En las Figuras 4.10 (dso) y 4.11 (span) se representa el didametro mediano (dso) y el span,
inmediatamente después de la preparacion y tras 24 h, de todas las emulsiones preparadas. Un
percentil es una medida de posicidon usada en estadistica para indicar el valor debajo del cual se
encuentran un porcentaje de elementos dentro de un grupo.
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Figura 4.10. Representacion del dspat =0 h y t = 24 h de todas las emulsiones. Letras diferentes indican diferencias
significativas p<0,05

Por lo que respecta el tamafio medio de gota, la emulsién con mayor mediana de
particula fue la 10CSN (11,14 um), seguida de las emulsiones 24CSN (10,51 um) y 03PR (8,00
pum). Por otra parte, la emulsién 02PCO3PR fue la que presenté un menor valor de dso (2,53 um).
Con el tiempo, estos valores aumentaron (19,53 um en 10CSN, 12,21 um en 24CSN y 13,5 um
03PR) y el de la emulsién 02PCO3PR se mantuvo practicamente constante (2,71 um).

Se puede observar que en general, se obtuvo una disminucion del tamafio de las gotas
al combinar pectinas o CSN con proteina. Esto probablemente se deba a la formacién de los
complejos polisacdridos-proteinas que rodean las gotas mas efectivamente que cuando estos
compuestos se encuentran solos, por lo tanto, son capaces de producir gotas mas pequenas
durante la homogenizacién. No obstante, también se observé un aumento de los fléculos al
afiadir proteina, especialmente en las emulsiones preparadas con CSN, esto probablemente se
deba a que las proteinas bajan la carga eléctrica, acercando el potencial Z a cero, las emulsiones
con un potencial Z cercano a cero tienen a flocular porque hay poca repulsion electrostatica
entre las gotas (Ozturk et al., 2015).

La floculacién mas baja se observd en las emulsiones con pectinas en comparacion con
aquellas preparadas con CSN; esto probablemente se deba al hecho de que no toda la pectina
presente en el CSN se solubilizé en la emulsién, asi como si lo hizo la pectina comercial
purificada. Otro aspecto que considerar es la posible presencia de una pequefia cantidad de
proteina en el CSN, que podria afectar a las caracteristicas de la emulsidn.
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En la Figura 4.12 se pueden observar los resultados obtenidos para el span de las
emulsiones. Todas presentaron valores similares de span excepto la emulsion 03PR que
presentd un valor de span significativamente (p < 0,05) mds alto que el resto de las muestras.
Esto se debe a que esta emulsidn presento gotas de tamafios muy diversos (0,1 — 28,2 um) vy,
por lo tanto, una distribucién mas amplia.
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Figura 4.11. Representacion del spanat=0hyt =24 h de todas las emulsiones. Letras diferentes indican diferencias
significativas p<0,05
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4.4.5 Analisis de color

Finalmente, de todas las emulsiones se analizo el color siguiendo la misma metodologia
gue con las pectinas y el concentrado del subproducto de naranja. En la Tabla 4.10 se presentan
las diferencias de color de cada emulsiéon tomando como referencia la emulsién control.

Tabla 4.10 Diferencias de color de las diferentes emulsiones con la emulsion control. Letras diferentes indican
diferencias significativas p<0,05

3,1+0,68
06PR 0,4+0,1"
02PC 11,2 + 0,7
02PCO3PR BN CEXNopAL
02PCO6PR 0,5+0,6"
05PC 2,8 0,48

Ve 2,87 + 0,068
05PCO6PR 3,2+0,38
1CSN 40 + 19
(o \VE]I:8 31,6 +0,8°
1CSNO6PR 43 +23¢
24CSN 54,7 +0,3¢
71ted\[1E1 i 41,30 + 0,06
24CSNO6PR E-TWETINL
34CSN 60 + 22
34CSNO3PR 55+ 1c
eV e\ :8 57,4 +0,5°

Como se puede observar, la diferencia de color fue mayor en las emulsiones preparadas
con CSN debido a su color natural, alcanzandose valores de AE de entre 31 y 60 unidades,
dependiendo de la formulacion.
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se ha realizado un estudio sobre el uso de un concentrado del
subproducto de naranja (CSN) y de pectinas, como ingredientes en la formulacién de emulsiones
estables para su uso en la microencapsulacién de aceite mediante secado por atomizacion. A
partir de los resultados obtenidos se han podido extraer las siguientes conclusiones:

En cuanto a la comparacién entre las pectinas extraidas del concentrado del subproducto

de naranja:

El color de las pectinas extraidas fue indicativo de la extraccion de pigmentos
organicos junto a las pectinas.

Las pectinas (275 + 24 mg de acidos urdnicos/g pectina b.s) y el CSN (149 + 6 mg
acidos urdnicos/g CSN b.s) son ricos en acidos urdnicos, lo que indica que la fibra del
CSN es una fuente rica en pectinas.

De acuerdo con el grado de esterificacién metilico (GME), la pectina comercial (48 +
2 %) y el CSN (35,9 + 0,5) se clasificaron como de bajo metoxilo mientras que las
extraidas a partir del subproducto de naranja, de alto metoxilo (95 + 3 %). No
obstante, el elevado GME de estas ultimas puede indicar que no se consiguid extraer
pectinas puras.

El CSN mostré una capacidad antioxidante considerable, mientras que en las
pectinas fue casi inexistente, llegando a ser no detectable mediante el método
ABTS.

En cuanto a las caracteristicas de las emulsiones formuladas:

La sustitucién del emulgente comercial por pectinas o CSN, le confirié a la emulsién
una diferencia de viscosidad significativa solo en los porcentajes mas elevados de
pectina y CSN.

Todas las emulsiones presentaron valores de potencial zeta negativos excepto las
emulsiones preparadas con proteina. Al afiadir pectina o CSN el valor de potencial
cambid a negativo debido a que la pectina se encuentra cargada negativamente vy,
por lo tanto, el CSN también.

Las emulsiones preparadas Unicamente con proteina de soja presentaron gotas de
aceite grandes y una elevada floculacidén, especialmente la que contenia la menor
cantidad de este material (0,3 % proteina).

Las emulsiones preparadas con 0,5 % de pectina presentaron gran estabilidad segun
el indice de cremosidad y en general se observé poca variacion en el tamafio de las
gotas al cabo de 24h, especialmente cuando se combind con proteina. Sin embargo,
la elevada viscosidad de estas muestras (entre 240 y 292 cP), podria dificultar su
secado por atomizacién por problemas técnicos durante el bombeo en
determinados equipos.

De manera similar, las emulsiones producidas con la cantidad mds alta de CSN (3,4
%) presentaron gran estabilidad, pero valores altos de viscosidad (entre 205-250 cP).
Las combinaciones de un 0,2 % de pectinas o CSN (1 y 2.4 %) con proteina resultaron
interesante pues se obtuvieron gotas pequenas y mejor estabilidad que el en la
muestra control seglin el indice de cremosidad y la variacidon del tamafo de las
gotas, y presentaron muy poca floculacién sin aumentar demasiado la viscosidad.
Ademas, el CSN aporta compuestos antioxidantes a la emulsién que podrian
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proteger al aceite frente a la oxidacién en posteriores procesos como el secado por
pulverizacién.

e Las emulsiones preparadas con una combinacién de CSN y proteina presentaron
mayor floculacién que las preparadas con pectina comercial y proteina. Se deberian
llevar a cabo estudios posteriores con el objetivo de disminuir la floculacién
mediante técnicas de homogenizacion, por ejemplo, asistidas por ultrasonidos.

Por tanto, se puede concluir que es posible la revalorizacidn de subproductos del zumo
de naranja como fuente de pectinas y/o concentrado de pectinas y otros compuestos
antioxidantes. Estos materiales podrian ser utilizados en la formulacién de emulsiones estables
de aceite en agua, que, segln sus caracteristicas, podrian resultar adecuadas para la
microencapsulaciéon de aceite mediante secado por pulverizacidn. Esta ultima afirmacion
deberia ser demostrada en futuros trabajos.
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