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Resumen

RESUMEN

Una de las principales materias primas vegetales procesadas y que contribuyen en mayor
medida a la generacién de subproductos son los citricos, especialmente las naranjas. Se estima
qgue la produccién mundial de naranjas en el 2013 fue de 71,445,352 t; de las cuales
aproximadamente el 70% se destind a la manufactura de productos tales como zumos y
mermeladas. Los subproductos resultantes del procesado de los citricos representan cerca del
50% del peso de los mismos.

Los subproductos generados en la produccién de zumos constituyen potenciales fuentes de
compuestos bioactivos. Destacan por su alto valor comercial los aceites esenciales, compuestos
fendlicos y polisacaridos (celulosa, hemicelulosa y pectina). En cuanto a las pectinas, sus
principales aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética se deben a sus
propiedades gelificantes y estabilizantes. Los métodos convencionales de extraccién de pectinas
emplean acidos minerales (HCI, HNOs, H.SO4) y elevadas temperaturas (entre 60 y 100°C); el
proceso es lento (0.5 hasta 7 h) y las pectinas pueden sufrir degradaciones en estas condiciones.

El objetivo principal de este trabajo es evaluar la aplicacidon de asistencia acustica como
tecnologia para favorecer la extraccidon de pectinas de subproductos de naranja (var. Navelina),
utilizando un acido organico (acido citrico) como disolvente, potenciando asi su posible uso
alimentario. Para alcanzar el objetivo planteado se procedio a estudiar el efecto de la potencia
acustica y el pH del medio sobre las cinéticas de extraccién, el grado de metilesterificacion, el
color y la composicidn de los extractos obtenidos.

Para evaluar el efecto de la asistencia acustica, se utilizaron dos potencias de ultrasonidos
(US) (US1=542+4 y US2=794+4 W L!), usando como control el tratamiento sin asistencia acustica
con agitacion a 82 rpm. Como medio de extraccion se utilizé acido citrico a dos pH (1.5y 2.0); y
se obtuvieron las cinéticas a diferentes tiempos de extraccion (0, 3, 6, 10, 20, 30, 40, 50 y 60
min); todas las experiencias se realizaron a temperatura controlada de 25+2°C; las cinéticas se
modelizaron mediante el modelo empirico de Weibull. Se caracterizaron los extractos obtenidos
mediante la determinacién de color, microestructura, composicion en monosacarido y
polisacdridos y grado de metilesterificacion (GME).

Los resultados obtenidos indicaron que la asistencia acustica aumenta significativamente el
rendimiento de extraccion en ambos pH estudiados, sin embargo dicho aumento es mas
evidente a pH de 1.5. El modelo de Weibull permitié realizar la prediccidn con una elevada
precision de las curvas de extraccion (los valores medios del porcentaje de varianza explicada
fueron mayores del 91.9%, y los errores relativos medios menores del 7.2%), tanto para los
procesos de extraccidn control como para las extracciones con asistencia acustica. La
identificacion paramétrica mediante este modelo, demostré que los rendimientos maximos de
extraccién aumentaron de forma lineal en funcién de la potencia acustica y que ademas se
obtuvieron cinéticas de extraccion mas rapidas con la aplicacion de US.

Los extractos obtenidos mediante asistencia acustica presentaron una ligera decoloraciény
pérdida de luminosidad con respecto a los obtenidos mediante condiciones control; sin
embargo, al calcular la diferencia total de color de todos los extractos obtenidos con respecto al
color blanco, no se observaron diferencias significativas entre los extractos obtenidos en las
diferentes condiciones estudiadas. En cuanto a la microestructura, se pudo observar diferencias
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Resumen

entre los extractos obtenidos mediante asistencia acustica y los obtenidos en las condiciones
control; ya que los primeros presentaron una estructura visiblemente mas planay lisa.

La evaluacion de la composicién en monosacaridos de los extractos demostrdé una
disminucidn significativa en el contenido de azucares pécticos con la aplicacién de US cuando el
tiempo de extraccidn fue de 60 min para ambos pH estudiados, lo que se traduce en un aumento
significativo en el contenido de azlcares no pécticos en aquellos extractos obtenidos mediante
asistencia acustica, sin embargo no se observaron cambios significativos en el contenido de
azlcares pécticos con la aplicacién de US cuando el tiempo de extraccion fue de 30 min para
ninguno de los pH. La estructura de las pectinas se vio afectada por una disminucién de la
linealidad de las mismas cuando se extrajeron mediante asistencia acustica a pH 2.0 durante 60
min, con respecto a las condiciones control.

En cuanto al grado de metilesterificacion, se pudo concluir que éste no se vio afectado por
la asistencia acustica, pero si por el pH de extraccion, obteniéndose pectinas con mayor grado
de metilesterificacion a pH 1.5. A dicho pH no se observaron diferencias significativas entre las
pectinas extraidas a 30 y a 60 min; sin embargo a pH 2.0, las pectinas extraidas a 60 min
presentaron un GME significativamente superior.

En definitiva, los resultados experimentales obtenidos indicaron que la extraccion mediante
asistencia acustica permitié la obtencién de rendimientos mas altos que en las condiciones
control, especialmente en el pH mas bajo (pH 1.5); sin afectar la calidad de las pectinas con
respecto al contenido de azucares pécticos, estructura y GME, en tiempos de extraccién de 30
min, siendo este Ultimo parametro (GME) afectado principalmente por el pH de extraccion de
tal manera que se obtuvieron pectinas con mayor GME con el pH de extraccién mas bajo (pH
1.5).



Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. LOS SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA

Un elevado porcentaje de la actividad industrial mundial se desarrolla en el area
agroindustrial y en la ultima década ha experimentado un importante crecimiento, llegando a
un volumen de negocio en 2013 de $121.9 millones (FAOSTAT, 2016). En las Gltimas décadas, ha
surgido una creciente preocupacion por revalorizar los residuos generados por la actividad de la
industria alimentaria tanto por razones econdmicas como medioambientales (Gonzalez-
Centeno et al., 2010).

La Directiva Europea (Dir. 2006/12/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 5 de abril
de 2006) establece que: “es importante favorecer la valorizacién de los residuos y la utilizacién
de materiales valorizados a fin de preservar los recursos naturales. Su desarrollo busca
contribuir a la transformacién de los paises miembros de la UE en una “sociedad del reciclado”,
que trate de evitar la generacién de residuos y que utilice los residuos como un recurso”. Segun
la ley 22/2011 modificada por la ley 5/2013 se denomina “residuo” a cualquier sustancia u
objeto que su poseedor deseche o tenga la intencién o la obligacion de desechar; y
“subproducto” a una sustancia resultante de un proceso de produccion cuya finalidad primaria
no sea la produccion de esa sustancia, pero que tenga un valor comercial. Por ello, la tendencia
actual en la industria es la de conseguir transformar lo que es un residuo en un subproducto.

1.1.1. Subproductos del procesado de naranja

Desde el punto de vista de su comercializacidn, las naranjas son el citrico mas importante.
Segun la base estadistica de la Organizacion de la Alimentacién y la Agricultura (FAOSTAT, 2016),
la produccién mundial de naranjas en el 2013 fue de 71,445,352 t; de las cuales
aproximadamente el 70% se destind a la manufactura de productos tales como zumos y
mermeladas.

Los subproductos resultantes del procesado de los citricos representan cerca del 50% del
peso de los mismos y estan compuestos principalmente por la piel, la pulpa y las semillas
(Boukroufa et al., 2015). Debido a la gran demanda quimica y bioldgica de oxigeno, el
almacenamiento, transformacién y/o eliminacién de tal cantidad de subproductos/residuos
constituye un serio problema en términos ecoldgicos y econdmicos (Siles et al., 2016).

Durante décadas los residuos de las industrias elaboradoras de zumos han sido utilizados
como alimento animal o como abono organico para suelos (Garau et al., 2007). Recientemente
se ha demostrado el efecto fitotdxico y antimicrobiano de algunos polifenoles durante el
proceso de compostaje, ocasionando la inhibicion de la germinaciéon (Heerden et al., 2002;
Bustamante et al., 2010). Asi pues, de forma previa a su uso como fertilizante ya que los residuos
de citricos contienen compuestos fendlicos (M’hiri et al., 2015), es necesario realizar un pre-
tratamiento de los residuos con el correspondiente coste que ello supone.

1.1.2. Compuestos bioactivos de los subproductos de naranja

Los subproductos del procesado de la naranja constituyen una fuente de diversos nutrientes
y compuestos de alto valor comercial. La piel y las semillas de la naranja, son ricos en
compuestos fendlicos; segun la variedad, su contenido varia entre 0.67 a 19.62 g/100 g de
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materia b.s. (base seca) (M’hiri et al., 2015). De dichos subproductos se obtienen también
aceites esenciales, principalmente compuestos por limoneno, linalol, a-pineno, B-pineno y n-
octanal, que se utilizan como aromatizantes y saborizantes; asi como también pigmentos
carotenoides que tienen un importante efecto beneficioso en la salud, por ser precursores de la
vitamina A y también por su capacidad antioxidante (Mira et al., 1999).

Otro grupo de biocompuestos de interés lo constituyen los polisacaridos, principalmente las
pectinas. Miller-Maatsch et al. (2016) seleccionaron para su estudio 26 subproductos
procedentes de la industria alimentaria evaluando su uso potencial como fuente de
polisacaridos pécticos y determinaron que los mayores rendimientos se obtienen de
subproductos de naranja (247 mg/g b.s.).

1.2. PECTINAS

Las pectinas constituyen el grupo de polisacdridos mas complejo de la pared celular y se
encuentran clasificadas dentro del término fibra dietética (DF).

Seguln la Comision de Codex Alimentarius (2009), la fibra dietética incluye los carbohidratos
poliméricos con al menos 10 unidades monoméricas, que no son hidrolizados en el intestino
delgado humano. Los carbohidratos poliméricos pueden ser de origen natural; se pueden
obtener por medios fisicos, enzimaticos o quimicos; o pueden ser sintéticos.
Independientemente de su procedencia deben presentar efectos fisioldgicos beneficiosos para
la salud demostrables cientificamente (Rainakari et al., 2016). En la Unién Europea los
oligosacaridos con 3-9 unidades monoméricas también se incluyen como DF (EFSA, 2010).

La fuente principal natural de fibra dietética, y por lo tanto de pectinas son las paredes
celulares de los vegetales.

1.2.1. Pared celular vegetal

La pared celular es Unica en cada planta, y es muy importante para el desarrollo, crecimiento
y supervivencia de la misma en diferentes entornos. Es una mezcla compleja de polisacaridos,
cuya composicidn varia considerablemente en funcién de la planta y el tipo de tejido (Zhang et
al., 2016). Sin embargo, todas las paredes celulares de las plantas tienen una estructura basica
similar. Los polisacaridos que forman las paredes celulares se clasifican en tres tipos: celulosa,
hemicelulosa y pectinas (Caffall & Mohnen, 2009).

e Celulosa

La celulosa es un homopolimero de la pared celular que resulta de la unién lineal de
mondmeros de glucosa, mediante enlaces glucosidicos tipo 3-1,4, formando cadenas de mas de
15,000 unidades. Este polisacarido se organiza en microfibrillas unidas mediante puentes de
hidrégeno, que a su vez interaccionan entre si formando macrofibras de celulosa, visibles
mediante microscopia electrénica (Figura 1.1). La celulosa se caracteriza por ser insoluble en
agua, como consecuencia de los puentes de hidrégeno tanto intra como intermoleculares,
establecidos entre el oxigeno del anillo de un residuo de glucosa y el hidrégeno del grupo
hidroxilo del C; de otro residuo vecino (Brett & Waldron, 1990).
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Figura 1.1: Representacion esquematica de la estructura de la celulosa (Gonzalez-Centeno, 2013)
¢ Hemicelulosas

Las hemicelulosas son un grupo de polisacaridos con cadenas ramificadas. La composicion
de las hemicelulosas depende de la planta y del tipo de tejido (Gropper, 2012). A diferencia de
la celulosa, las hemicelulosas estan constituidas por mas de un tipo de monosacdrido, lo que da
lugar a diferentes heteropolimeros. De entre ellos, los xiloglucanos, destacan por su presencia
mayoritaria en frutas y hortalizas, estan formados por una cadena principal de glucosa con
ramificaciones a-1,6 de xilosa, que a su vez pueden presentar substituciones -1,2 con unidades
de galactosa, fucosa y/o arabinosa (Buckeridge, 2010). Un segundo tipo de polisacaridos
perteneciente al grupo de hemicelulosas es el de los xilanos acidicos o glucuronoxilanos.
También destacan los glucomananos y los arabinoxilanos. En la Figura 1.2 se observa una
representacién esquematica de las principales hemicelulosas (Gonzédlez-Centeno, 2013).

Glucuronoxilanos
Xiloglucanos

seipretep Ipepelepe

Glucomananos Arabinoxilanos

O Glucosa O Manosa . Xilosa . Fucosa
. Galactosa . Acido glucurdnico . Arahinosa

Figura 1.2: Representacion de los principales tipos de hemicelulosa (Gonzalez-Centeno, 2013)
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1.2.2. Estructura de las pectinas

Las pectinas constituyen el grupo de polisacdridos mds complejo de la pared celular. La
mayor parte de la estructura de la pectina contiene una cadena principal de monémeros de
acido D-galacturénico unidos por enlaces a-1,4 que estdn parcialmente metilesterificados o
acetilados (Hosseini et al.,, 2016) (Ver Figura 1.3). El grado de metilesterificacion (GME,
porcentaje de grupos carboxilos esterificados con metanol) es un pardametro importante parala
clasificacidn y aplicacién de las pectinas. Segun el GME, las pectinas se dividen en dos grupos:
pectinas de alto metoxilo (HMP) con GME mayor al 50% y de bajo metoxilo (LMP) con GME
menor al 50% (Hosseini et al., 2016).

Figura 1.3: Cadena de acido D-galacturdénico con grupos metilesterificados.

Las pectinas estan formadas principalmente por dos grandes tipos de polisacaridos, que
contienen 4acido galacturdnico (GalA) en mayor o menor grado: Homogalacturano (HG) y
ramnogalacturonanos | (RGI), y en menor medida también por ramnogalacturonanos Il (RGII)
(Willats et al., 2006). Los HG se caracterizan por tener una cadena principal formada por
unidades de acido galacturdnico, que ocasionalmente y en muy pequeia proporcién pueden
presentar enlaces a-1,2 con unidades de L-ramnosa.

Por su parte, los RGI se caracterizan por la presencia de unidades de ramnosa intercaladas
en la cadena principal de acido galacturdnico (enlaces a-1,2). Las cadenas laterales, unidas a la
posicion C4 de la ramnosa, estan principalmente constituidas por arabinosa y galactosa (Arnous
& Meyer, 2009).

Y por ultimo, los RGII son moléculas complejas de bajo peso molecular cuya cadena principal
estd compuesta por homogalacturanos a los cuales se encuentran unidos cuatro cadenas
laterales altamente conservadas que consisten en doce monosacaridos diferentes incluyendo
GalA y azucares poco usuales, este tipo de cadenas es muy poco comun en comparacion a RGI
(Yapo et al., 2007a). En la Figura 1.4 se puede observar una representacion esquematica de la
estructura antes descrita.
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Figura 1.4: Representacion esquematica de la estructura de la pectina (Willats et al., 2006)

1.2.3. Calidad de las pectinas

Actualmente no existe una definicién consensuada para el término “calidad de las pectinas”.
Sin embargo, en la mayoria de investigaciones se relaciona el término calidad con aquellas
caracteristicas fisico-quimicas que le confieren a la molécula la propiedad de formar geles lo que
le permite tener una serie de aplicaciones tecnoldgicas (Kratchanova et al., 1994; Yapo et al.,
2009a Bagherian et al., 2011; Zanella & Taranto, 2015).

Las pectinas forman geles si las porciones de la cadena de homogalacturano (HG) se enlazan
para formar una red cristalina tridimensional en la que el agua y los sélidos quedan atrapados
(Willats et al., 2006). Los factores que mas afectan a las propiedades gelificantes son el grado de
metilesterificacion y la longitud de la cadena de HG (lbarz et al., 1999).

En numerosos estudios se ha evaluado la calidad de las pectinas en base al grado de
metilesterificacion y el contenido de acido galacturdnico (Kratchanova et al., 1994; Yapo et al.,
2009a Bagherian et al., 2011; Zanella & Taranto, 2015), incluso la FAO establece que, entre sus
caracteristicas, las pectinas deberdan tener al menos un 65% de acido galacturdnico para
considerarse como un aditivo de calidad (FAO, 2009).

El GME es un indicador de las condiciones de gelificacion: en las pectinas HMP las zonas de
unién se forman por la reticulacion de HG por puentes de hidrogeno y fuerzas hidréfobas entre
grupos metoxilo; esta reticulacion es promovida por la alta concentracién de azucar (55% o mas)
y pH bajos (2.0-2.4). En las pectinas LMP, las zonas de unién se forman por los enlaces entre el
calcio y los grupos carboxilo, en amplios rangos de pH (2.0 a 6.0) (Willats et al., 2006; Hosseini
et al., 2016). Otras caracteristicas que también se han tomado como parametros de calidad son
el peso molecular, el grado de gelificacidn y la viscosidad intrinseca (Crandall et al., 1978; Yapo
et al., 2009b; Kulkarniet et al., 2010). Recientemente, también se ha estudiado la composicion
de monosacaridos de las pectinas, ya que proporciona informacion de las cadenas que forman
la molécula, y ademads permite conocer la proporcidn de acido galacturdnico con respecto a
otros azucares e identificar la presencia de azlcares pertenecientes a otros polisacaridos no
pécticos (Wang et al., 2015; Miiller-Maatsch et al., 2016).
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1.2.4. Aplicaciones tecnoldgicas de las pectinas

Las pectinas tienen multiples aplicaciones en la industria y su consumo anual mundial se
estima en alrededor de 45 millones de kg, con un valor de mercado global de al menos 400
millones de euros (Willats et al., 2006).

Las pectinas se utilizan ampliamente como adyuvante tecnoldgico en la industria
alimentaria, farmacéutica y cosmética. Las propiedades tecnoldgicas de las pectinas dependen
de su estructura, y dependiendo de su composicién tendran propiedades gelificantes,
emulsionantes y/o estabilizantes (de Oliveira et al., 2015). Especificamente, en la industria
alimentaria, las pectinas se utilizan como agente gelificante para la produccién de jaleas y
mermeladas (pectinas HMP) (Naeem et al., 2015), como estabilizante de bebidas (Mirhosseini
et al., 2008), y como espesante en productos lacteos (pectinas LMP, ya que estos alimentos
contienen calcio) (Arltoft et al., 2008).

Ademas de sus propiedades tecnoldgicas, las pectinas presentan efectos beneficiosos para
la salud. Destacan por su actividad antinflamatoria (pectinas HMP) (Tummalapalli et al., 2016),
disminucién de la absorcidn lipidica (Espinal-Ruiz et al., 2016); efecto hipercolesterolémico (Zhu
et al., 2015) e hipoglucémico (Liu et al., 2016). Asimismo se ha comprobado que las pectinas
extraidas de naranjas, manzanas y ginseng reducen la proliferacién celular, la migracién y la
adhesidn, e inducen la apoptosis en células de cancer de colon (Maxwell et al., 2016).

Debido a que las pectinas pueden ser fermentadas por bacterias en el colon, produciendo
acidos grasos de cadena corta; se estd valorando su uso potencial como prebidtico (Manderson
et al., 2015).

1.3. EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO

La extraccion solido-liquido es una de las operaciones unitarias mds ampliamente utilizadas
en la industria alimentaria y, entre otros fines, se aplica en la recuperacién de ciertos
compuestos bioactivos retenidos en la matriz de productos naturales (Pinelo et al., 2006).

La extraccién sélido-liquido (S-L) es un proceso de transferencia de materia mediante el cual
el compuesto de interés pasa desde la matriz del sélido hasta el seno de la fase liquida. Dicho
mecanismo tiene lugar en dos etapas: una primera en la que se produce una rapida transferencia
del soluto desde la superficie del sélido al disolvente; y una segunda etapa de transferencia
desde el interior del sélido mediante difusion (Sturzoiu & Stroescu, 2011). En la mayoria de
sistemas de extraccion de la industria alimentaria, se asume que la segunda etapa es el paso
limitante del proceso, debido a la resistencia natural que ofrece la fase sélida (a menudo tejidos
de origen vegetal) a la transferencia de materia y/o penetracién de liquidos (Hojnik et al., 2008).

Las materias primas vegetales contienen en general, pequefias concentraciones de soluto
activo, pero de alto valor afiadido que justifica el desarrollo de procesos de separacién de alto
rendimiento (Romdhane, 2002).

1.3.1. Procesos de extraccion de pectinas

El proceso de extraccidn de pectinas se ve afectado por diferentes variables de operacion:
la temperatura de extraccion, el pH del medio, el ratio solvente/materia prima y el tiempo de
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contacto (Levigne et al., 2002; Masmoudi et al., 2012; Kaya et al., 2014; Maran & Priya, 2015;
Wang et al., 2016a).

Comercialmente, la pectina se extrae principalmente a partir de los subproductos obtenidos
de manzana y citricos como las naranjas y los limones (May, 1990). Los métodos tradicionales
de obtencidon de pectinas emplean como solventes de extraccién acidos minerales, tales como
HCI, HNOs o0 H;S0O4, a pH entre 1.5 a 3.0; temperaturas elevadas comprendidas entre 60y 100°C,
y tiempos que van desde 0.5 hasta 7 h (Masmoudi et al., 2012; Kaya et al., 2014; de Oliveira et
al., 2015; Wang et al., 2015).

El uso de acidos minerales y sus efluentes, en la produccién industrial de pectinas suponen
un coste elevado para las empresas. Con la finalidad de reducir este problema se ha investigado
la sustitucion de dichos acidos minerales por acidos organicos como el acido citrico (Kurita et al.,
2008; Yapo, 2009a; Seixas et al., 2014), obteniéndose rendimientos similares o incluso mayores
que los obtenidos al emplear acidos minerales (Zanella & Taranto, 2015).

El uso de acidos organicos en lugar de dcidos minerales permite eliminar posibles elementos
téxicos de los extractos de pectinas, por lo que el producto final tendria la posibilidad de
pertenecer a la lista denominada como GRAS (siglas en inglés para los productos “generalmente
reconocidos como seguros”) y ser aceptados para el consumo humano (Min et al., 2011).

Por otro lado, el reciente desarrollo del concepto “quimica verde” como sinénimo de
sostenibilidad ambiental, ha impulsado la investigacidn en la linea de la mejora de procesos
tradicionales, entre ellos los de extraccidon para hacerlos mas respetuosos con el medio
ambiente (Boukroufa et al., 2015). Tecnologias tales como la extraccidn asistida por microondas
(Zhongdong et al., 2006; Prakash et al., 2013; Seixas et al., 2014), el uso de campos eléctricos
moderados (de Oliveira et al., 2015) y la extraccién asistida acusticamente (Bagherian et al.,
2011; Minjares-Fuentes et al., 2014; Xu et al., 2014; Wang et al., 2015; Grassino et al., 2016;)
han sido propuestas como tecnologias emergentes capaces de dar lugar a rendimientos mas
altos en tiempos mas cortos.

1.3.2. Intensificacion de procesos de extraccion solido-liquido mediante aplicacion
de ultrasonidos

La intensificaciéon de procesos es actualmente una de las areas con mayor potencial de
desarrollo en la industria alimentaria. Consiste en modificar procesos convencionales o
desarrollar nuevas tecnologias para reducir las necesidades de energia, aumentar rendimientos
y/o incrementar la calidad de productos con el consiguiente beneficio medioambiental.

Concretamente, se persigue a través de tecnologias mas sostenibles incrementar el
rendimiento productivo, la calidad y seguridad del procesado, asi como reducir el tamafio de
equipos (principal y auxiliar) de residuos y de necesidades energéticas (Benali & Kudra, 2010).

Entre las diferentes técnicas que se pueden utilizar para la intensificacion de procesos
(microondas, infrarrojos, pulsos eléctricos) cabe destacar la aplicacién de energia acustica. Una
de las principales caracteristicas de los ultrasonidos de potencia es su capacidad para mejorar
los procesos de transferencia de materia mediante una serie de mecanismos activados por los
efectos no lineales de las ondas ultrasdnicas de elevada amplitud; dichos mecanismos incluyen
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formacién de microcorrientes, difusion, agitacidn, implosiones, compresiones y dilataciones,
turbulencia, inestabilidades en las interfases, etc. (Carcel et al., 2011).

La energia acustica es uno de los tipos fundamentales de energia que pueden encontrarse
en la naturaleza. Las ondas que la componen son oscilaciones mecdanicas en el tiempo y en el
espacio que, a diferencia de las ondas electromagnéticas, necesitan de un medio material para
su propagacion (Gonzalez-Centeno, 2013).

Las ondas acusticas pueden clasificarse en funcion de su frecuencia denominandose ondas
subsénicas aquéllas que se encuentran por debajo de los 20 Hz; ondas sdnicas, las que presentan
frecuencias comprendidas entre 20 Hz y 20 kHz, rango que aproximadamente delimita el campo
de audicién humano; y ondas ultrasénicas o ultrasonidos, que son aquéllas que superan los 20
kHz de frecuencia (Povey, 1998).

A su vez los ultrasonidos pueden clasificarse segun sus aplicaciones industriales a partir de
su frecuencia e intensidad. Por una parte, se distinguen los ultrasonidos de sefial, de baja
potencia o de baja intensidad. Estos se caracterizan por presentar frecuencias comprendidas
entre 500 kHz y 10 MHz, e intensidades inferiores a 1 W/cm?. Dado que la energia transmitida
al medio por este tipo de ultrasonidos es débil, su aplicacién no induce cambios en el sistema.
De ahi, su uso en el control de procesos y en el andlisis no invasivo de materiales. Ejemplos de
ello serian laimagen médica, los sondeos submarinos o la monitorizacién de la composicién y/o
propiedades de los alimentos durante su procesado y/o almacenamiento. Estas aplicaciones
diagndsticas se basan en el estudio de la variacién de las propiedades de las ondas acusticas
(velocidad, atenuacién) a su paso por un medio fisico concreto (Gonzalez-Centeno, 2013)

Por otra parte, se definen los ultrasonidos de potencia (US), también conocidos como de
alta intensidad, cuyas frecuencias oscilan entre los 20 y 100 kHz y su intensidad es superior a 1
W/cm?. Este tipo de ultrasonidos tiene la capacidad de producir cambios en las propiedades
fisicas, mecanicas, quimicas y/o bioquimicas del material o proceso en el que se aplican,
derivando de ello una amplia gama de aplicaciones industriales (Awad et al.,2012).

Los efectos de los ultrasonidos aplicados a medios liquidos, estan asociados al fendmeno de
cavitacion, que consiste en la formacidn, crecimiento e implosidon de nano/microburbujas de gas
en el seno del liquido como consecuencia de las fluctuaciones de presidn generadas por el paso
de las ondas ultrasdnicas (Virot et al., 2010; Shirsath et al., 2012). Cuando los ultrasonidos se
propagan a través de un fluido, las moléculas oscilan alrededor de su posicidon de equilibrio,
haciendo que las distancias intermoleculares se modifiquen continuamente siguiendo ciclos
alternos de compresion y descompresion de manera similar a cuando se aplica presidn a una
esponja y se suelta en repetidas ocasiones (efecto esponja). Alcanzado un cierto umbral de
intensidad ultrasdnica, la disminucidn de presion durante el ciclo de descompresion puede
vencer las fuerzas de atraccidén entre moléculas vecinas, pudiendo aparecer cavidades en el seno
del liquido a partir de nucleos de gas pre-existentes (Esclapez et al., 2011).

Si el flujo de gas del sistema burbuja-liquido es similar en ambas direcciones, las oscilaciones
de tamafio son regulares, apareciendo la denominada cavitacion estable. Pero si no lo es, se
puede dar una cavitacidn transitoria, en esta cavitacion la burbuja crece progresivamente en
cada ciclo hasta implosionar, generando un estado de elevada energia. En dicho estado, cuando
el sistema es sélido-liquido, pueden producirse las llamadas microinyecciones que alteran de
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forma significativa las caracteristicas y estructura del sélido, pues pueden provocar el
descamado y erosién de su superficie, asi como la formaciéon de microfracturas, incrementando
la transferencia de materia entre las dos fases (Vilkhu et al., 2008; Ye et al., 2011) .

Entre las formas de aplicacién de ultrasonidos en medios liquidos destacan los bafios y los
sistemas tipo sonda, los primeros presentan ciertas desventajas tales como la poca potencia y
el dificil control de la temperatura (Figura 1.5) (Gonzalez-Centeno, 2013).

(A) (B)

(((c ]

Figura 1.5: Equipos de aplicacion de los ultrasonidos. A: baiio. B: sonda de inmersion ultrasénica (Vinatoru et
al., 1997).

e Uso de ultrasonidos de potencia en la extraccidon de biocompuestos

Los ultrasonidos de potencia se caracterizan por una amplia y potencial aplicabilidad en la
industria alimentaria. De entre sus principales aplicaciones destaca su uso en procesos
industriales de extraccién, emulsificacion, cristalizacidn, esterilizacidn, secado, tenderizacién y
marinado de carne (Alarcon-Rojo et al., 2015; Mason et al., 2015).

En el drea de la extraccion de compuestos bioactivos, destaca la actividad de la empresa
italiana Giotti que durante mds de 20 afios ha utilizado procesos asistidos acusticamente para la
produccién de bebidas alcohdlicas, alimentos y aditivos nutracéuticos; afirmando que la
extraccion asistida acusticamente es rapida, limpia y eficiente (Mason et al., 2015).

Seglin Mason (2011) los ultrasonidos de potencia incrementan la eficacia del proceso de
extraccién mediante cuatro mecanismos interconectados :

e Rotura de las paredes celulares: como consecuencia de la formacién de
microinyecciones por la implosién de las burbujas de cavitacién, aumentando la
permeabilidad del tejido vegetal. Este efecto también reduce el tamaiio de particula y
aumenta la superficie sélida en contacto con el disolvente de extraccion.

e Incremento de la solubilidad de los analitos: provocada por un incremento de la
temperatura por la energia liberada en la implosién.

e Mejora de la penetracién del disolvente en la matriz del soluto: como consecuencia del
aumento localizado de presién que genera poros en la pared celular, promoviendo la
introduccion del solvente en la célula.

e Mejora de la transferencia de materia: debido a que los ultrasonidos provocan
microcorrientes que favorecen la continua renovacion de la capa limite en contacto con
la superficie sélida.

Recientemente, se han llevado a cabo diversos estudios sobre la extraccién acustica de
biocompuestos en tejidos vegetales, entre los cuales se pueden mencionar: lipidos (Sicaire et
al., 2016; Meullemiestre et al., 2016); polisacéridos (Minjares-Fuentes et al., 2014; Zhang et al.,
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2016) y, compuestos antioxidantes, fendlicos (Gonzalez-Centeno, 2013; Pradal et al., 2016;
Kazemi et al., 2016).

e Extraccion de pectinas asistida actisticamente

En los ultimos afios se ha incrementado el interés en el uso de ultrasonidos para intensificar
el proceso de extraccidon de pectinas a partir de materiales vegetales; los estudios publicados
coinciden en sefalar que los ultrasonidos parecen ser una alternativa viable para la extraccion
de pectinas, ya que no sélo aumentan el rendimiento de la operacién, sino también reducen el
tiempo de extraccidén respecto al proceso convencional (Bagherian et al., 2011; Minjares-
Fuentes et al., 2014; Xu et al., 2014; Maran & Priya, 2015; Wang et al., 2015; Grassino et al.,
2016; Wang et al., 2016b).

En la bibliografia, diferentes autores han estudiado el efecto de la aplicacién de energia
acustica en procesos de extraccidn de pectinas en un rango de 35-80°C (Bagherian et al., 2011,
Minjares-Fuentes et al., 2014; Maran & Priya, 2015; Wang et al., 2015; Grassino et al., 2016). Las
pectinas pueden sufrir degradacién no enzimdtica debido al tratamiento térmico, provocando
una disminucidon en su peso moleculary por lo tanto una pérdida en sus propiedades funcionales
(Diaz et al., 2007). Por ello, en estudios de reciente publicacidn se ha evaluado la extraccion
acustica de pectinas a temperaturas inferiores a 30°C (Wang et al., 2016a; Xu et al., 2014). Estos
estudios son alin muy escasos, y resultan de gran interés tanto desde el punto de vista de la
mejora energética del proceso, como de la calidad de las pectinas.

Se dispone de escasa informacidn relativa a la interaccién de los ultrasonidos con factores
como el pH en los procesos de intensificacién de transferencia de materia (Minjares-Fuentes et
al., 2014), de tal manera que no se han encontrado trabajos publicados relativos al andlisis del
efecto de la asistencia acustica en procesos de extraccion ni en la composicion de pectinas
obtenidas a partir de subproductos de naranja a diferentes pH y tiempos de operacion.

1.3.3. Modelizacion y simulacion de los procesos de extraccion sélido-liquido

La modelizacién constituye una herramienta de gran utilidad para la simulacidn,
optimizacion, control y disefio de procesos alimentarios, gracias a su capacidad para describir y
predecir el comportamiento del sistema bajo diferentes condiciones de operacion.

La simulaciéon de procesos mediante modelos matematicos constituye una poderosa
herramienta de cdlculo y disefio, que surgid y se desarrollé con la aparicion de los ordenadores,
y que poco a poco se ha ido imponiendo gracias a la creciente velocidad y capacidad de trabajo
que los mismos han ido ofreciendo.

En la modelizacién de procesos de transformacion de materiales biolégicos, estos presentan
una complejidad adicional debido al caracter heterogéneo de los mismos (Rodriguez, 2014).

En el planteamiento matematico del modelo, una vez determinadas las variables que
intervienen en el proceso, deben establecerse las relaciones matematicas existentes entre las
mismas para definir las ecuaciones representativas. Estas relaciones matematicas pueden ser
de cardcter fenomenoldgicos o empiricos. Los modelos fenomenoldégicos, son capaces de
describir cuantitativamente un proceso particular y son desarrollados a partir de principios
fisicos, basdndose en diferentes hipdtesis y consideraciones. Los modelos empiricos, en cambio,
son obtenidos a través del andlisis matematico o estadistico de los datos del proceso, razén por
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la cual carecen de significado fisico. Sin embargo resultan de gran utilidad para ciertas
aplicaciones industriales o para simplificar el estudio de sistemas complejos, dificiimente
formulables y/o solucionables mediante modelos fenomenoldgicos. Tal es el caso de la
extraccién de compuestos bioactivos de materiales de origen natural, dada la heterogeneidad
de las muestras y la complejidad del mecanismo de transferencia de materia debido al caracter
multicomponente de las mismas. En la bibliografia también se dispone de los denominados
modelos semi-empiricos, entendidos como aquéllos que utilizan estimaciones empiricas y leyes
fisicas simultdneamente, para dar un cierto significado fisico a los parametros cinéticos del
sistema (Rodriguez, 2014).

1.3.4. Modelo de Weibull

El modelo empirico de Weibull estd basado en una funcién probabilistica utilizada para
predecir el comportamiento de sistemas complejos variantes. Concretamente, en el campo de
la tecnologia de alimentos, el modelo de Weibull ha sido ampliamente utilizado para describir
procesos degradativos, inactivacion enzimatica, crecimiento y supervivencia de
microorganismos, secado de alimentos, digestién in vitro y/o degradaciéon quimica de los
atributos de un producto (Soliva-Fortuny et al., 2006; Uribe et al., 2011; Pradhan et al., 2012;
Coxetal.,2012; Eim et al., 2013; Dalmau et al., 2017). También se ha aplicado satisfactoriamente
a estudios relativos a cinéticas de extraccién (Ver Tabla 1.1).

El modelo de Weibull consiste en una ecuacidén exponencial (Ecuacion 1.1), donde: Y es la
concentracidn, Ymax €s la concentracion final y Yo es la concentracidn inicial del analito a extraer.
El pardmetro a estd relacionado con la cinética del proceso, presentando una relacién inversa
con la constante de velocidad del mismo; y B es un parametro de forma caracteristico del
material, que se asimila como un indice de su comportamiento durante el proceso (Sturzoiu &
Stroescu, 2011). La inclusion del parametro de forma ademas del parametro cinético a, es lo que
confiere al modelo de Weibull flexibilidad y potencial para describir un gran nimero de procesos
(Gonzalez-Centeno, 2013).

B
¥V _ (2

Ecuacién 1.1 a
YO_Ymax

Tabla 1.1: Revision bibliografica. Uso del modelo de Weibull para representar cinéticas de extraccion de
compuestos a partir de materia prima vegetal.

Materia prima Extractos Bibliografia
Rosa mosqueta B-caroteno (Sturzoiu & Stroescu, 2011)
Hongos medicinales Sélidos solubles (Cheung et al., 2013)
Orujo de uva tinta Antocianos (Sant’Anna et al., 2013)
Pepitas de quinoa Saponinas (Quispe-Fuentes et al., 2013)
Cacao Manteca de cacao (Rodriguez et al., 2014)
Hierba de San Juan Resina (Kitanovic¢ et al.,2008)
Orujo de uva Compuestos fendlicos (Gonzalez-Centeno et al., 2015)
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2. OBIJETIVOS

Los residuos de la industria alimentaria tienen un elevado potencial al ser ricos en
biocompuestos. Los subproductos de naranja son ricos en fibra alimentaria, de la cual cabe
destacar las pectinas por sus multiples aplicaciones.

El objetivo principal del presente trabajo consistié en evaluar la aplicacion de la energia
acustica como tecnologia para intensificar el proceso de extraccion de pectinas de
subproductos de naranja (var. Navelina), utilizando un acido organico (acido citrico) como
disolvente, potenciando asi su posible uso alimentario. Para la consecucién de este objetivo
general se plantearon como objetivos concretos:

e Evaluar el efecto de la potencia acustica y el pH del medio en el rendimiento del
proceso de extraccién de pectinas.

e Determinar el efecto de la potencia acustica y del pH del medio en la calidad de los
extractos de pectinas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIA PRIMA

La materia prima, naranja var. Navelina, se adquiri6 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).

Septos

Eje central

Flavedo
Albedo

Figura 3.1: Subproductos de la naranja

3.2. TECNICAS EXPERIMENTALES
3.2.1. Acondicionamiento de los subproductos de la naranja

Previo descarte de aquellas piezas que presentaban algun tipo de dafio fisiolégico por golpe
mecdanico, las naranjas se seleccionaron segln su grado de maduracion, determinandose el
contenido en soélidos solubles. Como materia prima para el presente trabajo, se seleccionaron
aquellas naranjas cuyo zumo presentd un contenido en sdlidos solubles de 11.0 + 0.5 °Brix.

Con el objetivo de estabilizar y obtener un subproducto homogéneo, la materia prima se
sometid a un proceso de acondicionamiento. Se generd un concentrado de piel de naranja (CPN)
a partir de 16.3 kg de naranjas. Este procedimiento (Figura 3.2) incluyd la extraccién del zumo,
el escaldado, liofilizado, molido y tamizado de la muestra, procesos que se describen a
continuacién.

En primer lugar cada pieza se cortd transversalmente, seguidamente se extrajo el zumo con
un exprimidor automatico (Fagor, Espafia). Cada una de las mitades de piel se corté 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 y preservar los biocompuestos de interés. Seguidamente la muestra
se congeld a -80°C en un ultra-congelador (CVF 525/86 Ing. Climas, Espafia) y liofilizé (LyoQuest,
Telstar, Espafia) a 0.3 mbary -50°C.
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S b

-

Escaldado

Liofilizacion Molienda Tamizado

Figura 3.2: Procedimiento de obtenciéon del concentrado de piel de naranja.

Posteriormente, la muestra liofilizada se molié (A10, Ika Werke, Alemania) y se tamizé (FIT-
0200, Filtra, Espafia), seleccionandose la fracciéon de tamaro de particula comprendida entre
0.355 mm a 0.710 mm (Figura 3.3). Todo el procedimiento descrito (Figura 3.2) se realizd con el
objetivo de estabilizar y obtener una materia prima homogénea adecuada para la extraccion de
pectinas.

Figura 3.3: Concentrado de piel de naranja (CPN)

Finalmente la muestra tamizada se envasé en porciones de 50 g al vacio mediante el uso
de una maquina de envasado al vacio (EVT-10, Tecnotrip, Espafia), en bolsas de peliculas de
poliamida/polietileno 20/70 con permeabilidad al O, 2.58 x 107 mol m2 s Pa?, suministradas
por Guerrero Coves SL (Valencia, Espafia). Las mismas se conservaron a 4°C y protegidas de la
luz hasta su procesado. Este concentrado de piel de naranja (CPN) fue la materia prima utilizada,
para llevar a cabo los experimentos de extraccion de pectinas.

3.2.2. Determinacion de la capacidad calorifica del solvente de extraccion

Se utilizé6 como solvente de extraccion una disolucién de acido citrico a pH 1.5 y 2.0. La
capacidad calorifica de la misma se determiné por calorimetria diferencial de barrido (DSC 2920,
TA Instruments, Estados Unidos) a partir de la Ecuacién 3.1.
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. x m ’
Ecuacién 3.1 Cp —
X! m

Donde:

- Cp: Capacidad calorifica de la muestra (J kg™ K*)

- x: Diferencia entre el flujo de calor registrado de la muestra y una capsula vacia a la misma
temperatura (J s1).

- X': Diferencia entre el flujo de calor registrado del zafiro y una capsula vacia a la misma
temperatura (J s).

- m’: Masa del zafiro (g).

- m: Masa de la muestra (g).

- Cp': Capacidad calorifica del zafiro (J kg™ K2).

3.2.3. Determinacion de la potencia de los equipos de ultrasonidos. Estudio
calorimétrico

Con el objetivo de establecer la densidad acustica (W L) suministrada al sistema, se
procedid a realizar una calibracion por calorimetria. Esta metodologia consiste en la
determinacién del incremento de temperatura del disolvente de extraccidn que tiene lugar
durante los primeros minutos de la aplicacién de ultrasonidos, sin presencia de muestra y sin
termostatizar el sistema (Raso et al., 1999). La temperatura del medio se registré cada segundo
durante los primeros 5 min de aplicacidon de US, mediante una sonda (N2014, Comark, Korea).
El calculo de la densidad acustica se realizé empleando la Ecuacion 3.2 (Sivakumar & Pandit,
2001), a partir de la curva de temperatura-tiempo determinada experimentalmente por
triplicado.

. .. dT
Ecuacién 3.2 Densidad acustica = I Cpm

Donde
- Cp : Capacidad calorifica en J kg™ K™ del solvente
dT: Diferencial de temperatura (°C)
dt : Diferencial de tiempo (s)
- m: masa del disolvente (kg)

3.3. EQUIPOS DE EXTRACCION
3.3.1. Equipo extractor I: agitacion mecanica

Para llevar a cabo la extraccidn con agitacién mecanica, se utilizé un agitador convencional
(RZR 2021, Heidolph, Alemania) dotado con una hélice de cuatro dlabes que describian un circulo
de 50 mm de didmetro a una velocidad de giro de 82 rpm (Figura 3.4) y un vaso encamisado con
una capacidad de 250 ml conectado a un bafo termostatico (Thermomix 1441, Braun, Alemania)
para mantener una temperatura constante (T= 25+2°C) durante el proceso de extraccion. El
agitador se situd en el eje central del vaso y en el centro del volumen de liquido.
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Control de la

temperatura de
extraccion /

Agitacion mecanica

/

Disolvente de extraccion

Vaso encamisado

CPN

Figura 3.4: Equipo de extraccion con agitacion mecanica
3.3.2. Equipo extractor Il: ultrasonidos de potencia

La extraccion se llevé a cabo con un procesador de ultrasonidos UP400S (Hielscher
Ultrasound Technology, Alemania) con una frecuencia de 24 kHz al cual se le acoplaron sondas
o sonotrodos de diferentes diametros (14 mm y 40 mm de didmetro y una longitud de 100 mm)
(Figura 3.6) que permiten trabajar con potencias diferentes. Se utilizé un vaso encamisado de
250 ml de capacidad conectado a un bafio termostatico (Selecta, Tectron Bio, Espafia) (T =
25+2°C). La sonda se colocé en el eje central del vaso siempre en la misma posicién (Figura 3.5).

Control de la Sonda de ultrasonidos

temperatura de de potencia

extraccion "\ /

Vaso encamisado

/

CPN Disolvente de extraccion

Figura 3.5: Equipo de extraccion con ultrasonidos de potencia

Figura 3.6: A- Procesador de ultrasonidos de potencia UP400S. B- Sonda de 14 mm de diametro. C-Sonda de
40 mm de diametro.

Las condiciones experimentales establecidas, andlogas para todas las experiencias de
extraccién acustica realizadas con este equipo, fueron 100% de amplitud y ciclos de 0.5s.
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3.4. DISENO EXPERIMENTAL

En base a poder evaluar el efecto del pH del disolvente y la potencia acustica aplicada sobre
la transferencia de materia y la calidad de las pectinas en el proceso de extraccion, y por tanto
para alcanzar el objetivo principal de este trabajo, primeramente se caracterizé el concentrado
de piel de naranja, mediante la determinacién del contenido de humedad, el color, el contenido
en fibra dietética total y el contenido de monosacaridos (azlcares neutros y acidos urdnicos).

Seguidamente se realizaron dos series de experimentos, con el objeto de obtener las
cinéticas de extraccion, ambas a dos diferentes pH de la solucion de acido citrico: 1.5 y 2.0. La
primera serie consistidé en experiencias de extraccién de pectinas asistida acusticamente, y la
segunda serie (control) consistio en extracciones realizadas con agitacion mecanica.

Por ultimo, se analizd el color, la microestructura, la composicidon de monosacaridos
(azucares neutros y acidos urdnicos) y polisacaridos de los extractos obtenidos y con la finalidad
de conocer la calidad de las pectinas presentes en dichos extractos se determinaron sus
caracteristicas estructurales asi como su grado de metilesterificacion. Estas determinaciones se
llevaron a cabo en los extractos obtenidos a 30 y 60 min de operacion, con el fin de evaluar el
efecto del tiempo de extracciéon. En la Figura 3.7 se muestra un esquema del disefio
experimental de la investigacion.

Determinacion
de color

Contenido en k )

Caracterizacion

Composicion en
azlcares neutros
y acidos urdnicos

fibra

Extractos de - Cinéticas de

pectinas extraccion

Determinacion de color

Tiempos de extraccion:
3,6, 10,20, 30 40,50 60 min

3 'l' s
{ Microstructura

Caracterizacion

Composicion de azlcares
neutros y acidos urdnicos

Grado de metilesterificacion

Figura 3.7: Esquema del disefio experimental de la investigacion.
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3.4.1. Proceso de extraccion

El concentrado de piel de naranja se sometid a un proceso de extracciéon haciendo uso de
los equipos de extraccién mecdnica (apartado 3.3.1) y con asistencia acustica (apartado 3.3.2)
con una relacidon de CPN/disolvente de 3/100 (w/v, g/ml). Como disolvente de extraccidn se
utilizé una disolucidn de acido citrico a pH 1.5y 2.0 y la temperatura se fijé en 25 + 2°C.

Las extracciones asistidas por ultrasonidos se realizaron a dos densidades acusticas
diferentes y tiempos de extraccion de 3, 6, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min. En la Figura 3.8 se presenta
un esquema con las variables estudiadas en el proceso de extraccién de pectinas, tomando como

control las extracciones mecanicas. Cada serie de experimentos, se realizé por triplicado.

5,‘»? :
N  Acondicionamiento  # ¥ £

pH de
extraccion

Control: -
Extraccién con Extraccion con

agitacion ultrasonidos

Figura 3.8: Experimentos de extraccion de pectinas

Después de la extraccidon se procedié segin la metodologia propuesta por Panchev &
Kirtchev (1989) y Canteri-Schemin et al. (2005). Se filtré la mezcla de acido citrico con CPN a
través de una malla con un tamafio de abertura de ~0.5 mm. El sdélido se descartd y el filtrado
liguido se traté con dos veces su volumen de etanol 96% con el objetivo de precipitar las pectinas
y se homogenizé con un agitador magnético durante 10 min. Finalmente se centrifugé a 4,000
rom (4218, ALC, Italia) durante 30 min para precipitar las pectinas. El extracto se separd por
filtracién al vacio utilizando filtros Whatman GF/C (filtro de microfibra de vidrio, libre de
celulosa). Se lavd una vez con 50 ml de acetona.

Los extractos se secaron a temperatura ambiente durante 12 h. El rendimiento se calculd
como g de producto extraido por 100 g de CPN b.s. sometido a extraccidn. Los rendimientos se
expresaron en funcién del tiempo para la obtencién de las cinéticas.
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3.5. ANALISIS FiSICO-QUIMICOS
3.5.1. Contenido de humedad

Para determinar el contenido de humedad del CPN se siguié el procedimiento descrito por la
AOAC nimero 934.06 (AOAC, 1997). Se secaron aproximadamente 2.0+0.2 g de muestra en una
estufa de vacio (Vaciotem-T, Selecta, Espafia) a 80+2°C hasta peso constante (aproximadamente
24 h). A partir de la variaciéon de peso se calculd el valor del contenido de humedad y el resultado
se expreso en g agua/ 100 g de CPN en base humeda (b.h).

3.5.2. Determinacion de color

La determinacion fisica del color se realizd en el CPN y los extractos utilizando un
espectrofotometro (CM5, Konica Minolta, Japdn) con componente especular excluido,
iluminante D65, una apertura de 30 mm y un observador con un dngulo de 10°. Se utilizaron las
coordenadas CIELab* (Wang et al., 2015; Masmoudi et al., 2012); determinandose los valores
de L* (luminosidad), a* (define la desviacién del punto acromatico 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 (Ecuacién 3.3) (Constenla et al., 2016), se calculé tomandose
como referencia el color blanco. Siendo Lo, ag, Y b, los valores correspondientes al color blanco
en el espacio CIELab* (Lo=100, ag=0y bo=0) (Pérez et al., 2016).

Ecuacién 3.3 AE = \/(L* = Lp)* + (a* — ag)? + (b* — by )?

3.5.3. Microestructura: microscopia electronica de barrido (SEM)

La microestructura de los extractos se determind de acuerdo a la metodologia propuesta
por Minjares-Fuentes et al. (2014). Las muestras de extracto se fijaron en el soporte con
adhesivos de carbdn, y se observaron directamente en el microscopio electrénico de barrido (S-
3400N, Hitachi, Japdn) a resolucion 5 um, voltaje de aceleracién de 10 kV, y presion de trabajo
de 40 Pa. Las imagenes se adquirieron a 100x de aumentos.

3.5.4. Extraccion de la fibra alimentaria. Residuo insoluble en alcohol (AIR)

Con el objeto de determinar el contenido en fibra y la composicidn de los principales tipos
de polisacaridos presentes en el CPN se procedio a la extraccion de los polisacaridos, mediante
su precipitacion en alcohol (Eim et al., 2013).

El residuo insoluble en alcohol se obtuvo a partir del concentrado de piel de naranja, para
ello se pesaron 1.5 g del CPN y se aifadieron 100 ml de etanol 85%, se homogenizé durante 1
min a 13,000 rpm mediante un Ultra-Turrax (T25 Digital IKA, Staufen, Germany). A continuacion,
la mezcla se llevé a ebullicidon durante 5 min y luego se filtré al vacio utilizando filtros Whatman
GF/C (filtro de microfibra de vidrio, libre de celulosa). El filtrado se suspendié nuevamente en
etanol 85%. La mezcla se homogeneizd y se llevd a ebullicion, ambos procesos durante 1 min, y
posteriormente se filtr6 nuevamente. El proceso anterior se repitid con etanol absoluto.
Finalmente, la muestra se lavd con acetona. El disolvente se evapord a temperatura ambiente,
dejando un residuo insoluble en alcohol, formado mayoritariamente por los componentes que
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forman las paredes celulares de la piel de naranja. El rendimiento de AIR se expreso en gramos
de AIR por cada 100 g de CPN.

El residuo insoluble en alcohol ha sido la materia sobre la cual se han realizado las
determinaciones de contenido en azucares neutros y acidos urdnicos para el CPN.

3.5.5. Identificacidn y cuantificacién de aztcares

El analisis de los monosacaridos se llevé a cabo en el AIR del CPN y en los extractos de
polisacaridos obtenidos.

Los azUcares, unidades basicas de los diferentes tipos de polisacaridos que forman las
paredes celulares del CPN y de los extractos obtenidos, se liberaron mediante un proceso de
hidrdlisis acida segun la metodologia descrita por Gonzalez-Centeno et al. (2010) y Rodriguez-
Gonzdlez et al. (2011).

Para cada una de las muestras se pesaron aproximadamente unos 5 mgy se mezclaron con
200 pL de H,S04 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 (concentracion final de H,SO, 1 M) y se,
incubaron a 100°C, en un blogque seco durante 2.5 h produciéndose asi la hidrélisis total de los
diferentes tipos de azlcares. Para la determinacion de los acidos urdnicos, el proceso de
hidrolisis es igual, pero la fase de incubacién a 100°C sélo se realizé durante 1 h.

e Azlcares neutros

Una vez que las muestras fueron hidrolizadas, a cada una de ellas se les afiadié 200 pl de 2-
deoxyglucosa (1 mg mlt) como patrén interno, con el objetivo de determinar de forma
cuantitativa la presencia de ramnosa (Rha), fucosa (Fuc), arabinosa (Ara), xilosa (Xyl), manosa
(Man), galactosa (Gal) y glucosa (Glc).

Seguidamente, 1 ml de hidrolizado se neutralizé con 200 uL de NH3 25%. Y se adicioné 100
uL de NH3 3 M que contenia NaBH, al 15 % w/v como agente reductor, asi se consiguid la rotura
de los ciclos que presentan los azlcares en su estructura y su paso a alditoles (reduccion del
grupo aldehido a alcohol). Posteriormente, se incubd durante 1 h a 30°C. Una vez enfriadas se
afadieron 450 pl de 1-metil-imidazol, como catalizador, y 3 ml de anhidrido acético, se
homogeneizé e incubd a 30°C durante 30 min. De esta forma se consiguid el paso a alditol
acetatos, compuestos detectables mediante cromatografia de gases. Estos compuestos se
extrajeron con diclorometano. La fase organica con los alditoles acetatos se separd mediante
centrifugacidn, para posteriormente eliminar la fase acuosa por aspiracion. Posteriormente el
diclorometano se evaporé mediante una corriente de argén a 40°C.

Los azUcares neutros, derivatizados y convertidos en sus correspondientes alditoles
acetatos, se separaron isotérmicamente a 220°C mediante cromatografia de gases. Se utilizd
una columna capilar del tipo OV225 con 3% Chromosorb WHP 100/120 (Hewlett-Packard 5890A,
Waldbronn, Alemania). Se utilizd6 Ar como gas portador con un caudal de 20 ml/min. Las
temperaturas del inyector y del detector FID se programaron a 230°Cy 240°C, respectivamente.

e Acidos urénicos

El contenido de acidos urdnicos (UA) de las pectinas extraidas se determiné utilizando el
método colorimétrico descrito por (Blumenkrantz & Asboe-Hansen, 1973). El acido
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galacturdnico disuelto en acido benzoico saturado se utilizé como patrdén para la determinacion
de la recta de calibrado (rango de concentracion de la recta 0—80 g de acido galacturénico/ml).

Para la obtencién de la recta de calibrado se introdujeron tubos de ensayo, en un bafo de
agua-hielo, se afiadid a cada tubo 3 ml de una disolucién 50 mM de borato de sodio en H,SO4
concentrado, seguidamente se adicionaron, 0.5 ml de la disolucién estdndar de acido
galacturdnico y se incubaron durante 10 min a 100°C. Seguidamente, se introdujeron durante 2
min en un bafio de agua-hielo y se les afiadié 100 pul de una disolucién de m-fenilfenol (al 0.15%
en peso en NaOH al 0.5% en peso como disolvente), a todos los tubos excepto a los blancos, ya
que este compuesto reacciona con el grupo acido de la molécula de acido galacturénico dando
un tonalidad rosada a la disolucién. Pasados unos 20 min se leyé la absorbancia de cada uno de
los tubos con un espectofotdmetro UV visible (UV-2401PC, Shidmazu, Japon) a 524 nm y se
obtuvo la recta de calibrado.

Para la determinacidon de los acidos urdnicos presentes en las diferentes muestras se
procedio de forma analoga, introduciendo 0.5 ml de hidrolizado de cada una de las muestras en
lugar de la solucién estandar de acido galacturdénico. La determinacion de la absorbancia
permitid, a partir de la recta de calibrado, obtener la cuantificacién de los acidos urdnicos
presentes en cada una de las muestras. Todas las determinaciones se realizaron como minimo
por triplicado.

e Composicion en polisacaridos: celulosa, hemicelulosa y pectinas

Como se ha mencionado anteriormente, 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
(Willats et al., 2006). La celulosa por su parte esta compuesta por glucosa; se considerd que la
mayoria (90%) de la glucosa liberada tras la hidrdlisis pertenecia a estructuras celuldsicas (Eim
et al.,, 2013; Femenia et al., 2009). El grupo de las hemicelulosas estda compuesto por
heteropolimeros entre los que destacan los xiloglucanos y los glucomananos (Gonzalez-
Centeno, 2013). Considerando la composicién de los polimeros presentes en la pared celular, se
calculé de forma aproximada la proporcién de pectinas, celulosa y hemicelulosa del CPN vy los
extractos a partir de las ecuaciones 3.4, 3.5y 3.6.

, Rhal+ [Aral+ [Gal]+ [UA
Ecuacién 3.4 %pectinas = L ] ,[ I+ [Gal]+ [UA] -100
Azlcares totales

0.9-[Glc]
Azlcares totales

Ecuacion 3.5 %celulosa = 00

[Fuc]+ [Xyl]+ [Man]+ 0.1:[Glc]
Azucares totales

-100

Ecuacién 3.6 %hemicelulosa =

e Estructura de las pectinas

Con el objetivo de conocer la estructura de las pectinas presentes en los extractos, se
calcularon tres ratios molares. Se dividié el contenido en moles de los acidos urénicos entre los
demas azucares pécticos (ramnosa, galactosa y arabinosa) para conocer la linealidad de las
pectinas extraidas (Ecuacion 3.7). Las cadenas de RGI son las mas frecuentes en las pectinas y
considerando que estan unidas a la cadena principal por unidades de ramnosa, la divisidn entre
el contenido en moles de acido urdnico y ramnosa serd inversamente proporcional a la cantidad
de cadenas (Ecuacion 3.8). La longitud de las cadenas se calculd dividiendo el contenido en moles

23



Materiales y métodos

de galactosa mas arabinosa entre los moles de ramnosa (Ecuacién 3.9) (Kaya et al., 2014; W.
Wang et al., 2015, 2016b). (Figura 3.9).

. i , _ uA
Ecuacién 3.7 Linealidad = RhatGalidra
. uA
Ecuacion 3.8 Cantidad de cadenas = Rha
. Gal+A
Ecuacién 3.9 Longitud de cadenas = aR;am
Numero de cadenas
Ramnogalacturonano | ) @ Acido galacturénico
Longitudde @ &.jactosa
cadenas O Ramnosa
0 Arabinosa

Homogalacturano

Linealidad

Figura 3.9: Linealidad, cantidad de cadenas y longitud de cadenas laterales de las pectinas
3.5.6. Determinacion del grado de metilesterificacion (GME) de las pectinas

El GME de las pectinas, se determind mediante espectroscopia infrarroja FTIR siguiendo el
método descrito por Manrique & Lajolo (2002).

Para ello, se mezcld 0.1 g de la muestra de extracto pulverizado y 1 g de KBr (proporcién 1:
10; extracto: KBr). Se hizo una pastilla con la ayuda de la prensa hidrdulica y se analizé por FTIR
(IFS 66, Bruker, Estados Unidos) de resolucion 3 cm™. De esta forma se obtuvo el espectro con
las diferentes bandas que presenta el extracto.

El GME se determind calculando la relacidon entre el drea del pico correspondiente a la
vibracién de los grupos carboxilo metilesterificados y la suma de ésta area mas el area
correspondiente a la vibracion de los grupos carboxilo libres (ver Ecuacion 3.10). Dicha relacion
se sustituyd luego en la ecuacidn propuesta por Manrique & Lajolo (2002) (Ver Ecuacion 3.11).

.. A1740
Ecuacion 3.10 =
A1740+41630
Ecuacién 3.11 GME= 124.7R + 2.2013

Donde A1710 ¥ A1e30 representan las intensidades de absorbancia de las bandas a 1740 cm™
(grupos carboxilo metilesterificados) y 1630 cm™ (grupos carboxilo libres). Los espectros de
todas las muestras se realizaron por triplicado.
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3.6. MODELIZACION

Con el objetivo de modelizar las cinéticas de extraccién se utilizé el modelo de Weibull
(Ecuacion 1.1). La identificacién de los pardmetros del modelo, para cada experimento se realizd
utilizando SOLVER, una herramienta de optimizacién (método GRG2) incluida en la hoja de
calculo de Microsoft Excel 2010. Se utilizé como funcidn objetivo a minimizar el error relativo
medio (ERM) (Ecuacidn 3.12), obtenido por comparacién entre los valores experimentales y los
calculados por el modelo. Se identificaron los parametros Ymax, @y B, para cada experimento de
extraccién. Se consideré Y como el rendimiento de extraccidon y Ymaxy Yo como el rendimiento
inicial y final respectivamente. Posteriormente se calculd el valor medio y la desviacién de cada
pardmetro y con dichos valores se llevé a cabo la simulacién de los experimentos de extracciéon
S-L realizados.

3.7. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Todos los resultados experimentales se presentaron como la media * desviacién estandar
de las n mediciones realizadas. El estudio de la variabilidad de las muestras respecto a los
diferentes pardmetros analizados se llevé a cabo con ayuda del paquete estadistico R (version
2.14.2, R Foundation for Statistical Computing, Austria). Se evalué la normalidad y
homocedasticidad de los datos para todas las variables en estudio, utilizando el test de Shapiro-
Wilk y el test de Levene, respectivamente. Cuando la poblacidn siguié una distribucidon normal y
presenté homogeneidad de varianzas, se determind la existencia de diferencias significativas,
mediante el test paramétrico ANOVA de tres vias, evaluando: pH (1.5 y 2.0), tiempo de
extraccién (30 y 60 min) y tratamiento (Control y extraccion mediante asistencia acustica en las
dos potencias estudiadas), y se utilizé el test paramétrico Tukey para evaluar el grado de dichas
diferencias. Dichos analisis estadisticos fueron sustituidos por los correspondientes test no
paramétricos, Kruskal-Wallis y Pairwise-Wilcox (con correccion BH), cuando los datos no
presentaron una distribucién normal y/o presentaban heterogeneidad de varianzas. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0.05.

Para evaluar la correlacidn entre los valores experimentales (Yexp) y los calculados por el
modelo matematico propuesto (Ycic) y, consecuentemente, la calidad del ajuste de los mismos,
se utilizaron los parametros error relativo medio (ERM, Ecuacion 3.12) y/o el porcentaje de
varianza explicada (VAR, Ecuacion 3.13) (Gonzalez-Centeno, 2013):

n IY@XP_ycalq
i=1

Ecuacién 3.12 ERM = %xlOO

2
Ecuacién 3.13 VAR = (1 - 2—”) x100

calc

Donde n es el numero de experiencias; Sex la desviacion estandar de los valores
experimentales; y Scal la desviacion estandar de los valores calculados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objeto de intensificar el proceso de extraccién y evaluar el efecto del pH del
disolvente y de la aplicacién de ultrasonidos, se utilizé como materia prima un concentrado de
piel de naranja (CPN).

En esta seccidon se presentan, en primer lugar, los resultados obtenidos relativos a la
determinacion de la capacidad calorifica del solvente (solucién de acido citrico) y de la potencia
acustica de las dos sondas caracterizadas.

Posteriormente se detalla y discuten los resultados obtenidos en la caracterizacién del CPN.
Seguidamente se presentan los resultados obtenidos en los experimentos de extraccidn,
evaluando los efectos del pH del disolvente y de la potencia acustica aplicada. Finalmente se
presentan los resultados de la composicidn de los extractos obtenidos.

El analisis de los resultados obtenidos en los experimentos de extraccion S-L asistidos
acusticamente se llevé a cabo utilizando como control, los experimentos realizados con
agitacidon mecanica.

4.1. CAPACIDAD CALORIFICA DEL SOLVENTE DE EXTRACCION

Se determind, la capacidad calorifica de las dos soluciones de acido citrico utilizadas en el
estudio (pH 1.5y 2.0) segun la metodologia descrita en el apartado 3.2.2. La capacidad calorifica
de las soluciones de 4cido citrico no presentaron diferencias significativas entre ellas (p<0.05),
siendo su valor de 4305 +102 J kg'*K* para 25°C, el cual es muy similar al del agua para la misma
temperatura (4180 J kg'K?).

4.2. CARACTERIZACION DE LAS SONDAS DE ULTRASONIDOS.

La densidad de la potencia acustica generada por las sondas de ultrasonidos de 14 mm y 40
mm de didmetro, se determiné mediante calorimetria (apartado 3.2.3). En la Tabla 4.1 se detalla
la densidad acustica obtenida.

Tabla 4.1: Densidad acustica de las sondas estudiadas

Sonda (diametro mm) Densidad acustica (W L?)
14 794+4
40 542+4

4.3. CARACTERIZACION DEL CONCENTRADO DE PIEL DE NARANJA

Con el objetivo de obtener un material estable y homogéneo, que sea adecuado como
materia prima para la extraccién de pectinas, se procedié a la obtencién del CPN segun la
metodologia descrita en el apartado 3.2.1. En la Tabla 4.2 se presentan los resultados obtenidos
en la caracterizacion fisico-quimica del CPN que incluye el andlisis del contenido de humedad,
fibra dietética y color.
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Tabla 4.2: Caracteristicas fisico quimicas del concentrado de piel de naranja.

Humedad (% b.h.) 6.5+0.1

Fibra dietética (g AIR/100 g de CPN) 40.60.6
Color

a* 5.2+0.1

b* 47.9+0.4

L* 83.5+£0.2

El bajo contenido de humedad del CPN (6.5% b.h.) le confiere estabilidad, lo que indica que
el acondicionamiento realizado fue adecuado. La utilizacidn del residuo insoluble en alcohol
(AIR) como método de cuantificacién de fibra alimentaria sélo es adecuada para frutas y
hortalizas que presentan bajo contenido en almiddn debido a que éste precipita junto a los
demas polisacaridos. Segun la bibliografia consultada (Mosa & Kkalil, 2015) la piel de naranja se
encuentra practicamente libre de almiddn, por tanto el método AIR se consideré adecuado. En
la bibliografia se han encontrado datos de contenido de fibra en el flavedo de la piel de naranja
que varian en el rango de 45.2 a 69.1 % b.s. (Larrauri et al., 1996; Garau et al., 2007, Mandalari
et al., 2006). El contenido en fibra dietética o residuo insoluble en alcohol de la materia prima
fue de 42.8 % b.s., las diferencias observadas entre estos autores y el presente trabajo podria
deberse a que en el presente estudio se incluyd el flavedo y el albedo, a la variedad de la naranja
asi como también a las diferencias en el método analitico utilizado ya que no existe un método
oficial para la determinacién de DF (Westenbrink et al., 2013).

Respecto al color de CPN, en comparacidn con los obtenidos en la bibliografia para la piel de
la naranja fresca (Garau et al., 2007), destaca que la muestra CPN es mas luminosa y que
presenta una cierta decoloracion. Para la muestra CPN se obtuvieron valores mas altos de L*
(83.5 para el CPN y 69.7 para la piel de naranja fresca), y valores mas bajos de a* y b* (a* = 16.3
y b*=69.5 para la naranja fresca), esto indica que el proceso de acondicionamiento provocé
cierta pérdida de color.

Los azUcares mas abundantes en el AIR del CPN (Tabla 4.3) fueron los acidos urdnicos, la
arabinosa vy la glucosa. En el trabajo realizado por Kaya et al. (2014), se describieron también los
acidos urdnicos (35.6% molar), la arabinosa (15% molar) y la glucosa (29.5% molar) como los
monosacaridos mayoritarios de la piel de naranja. Este perfil de monosacaridos también es
similar con la composicién presentada por Mandalari et al. (2006) que indicaron que los acidos
urdnicos (32.5%), la glucosa (35.0%) y la arabinosa (12.0%) fueron los monosacaridos
mayoritarios en la piel de naranja; los resultados bibliograficos y los presentados en este trabajo
son similares, siendo las diferencias atribuibles a las distintas variedades de naranja. La
composicion en polisacaridos presentes en el AIR del CPN se pudo deducir a partir de la
composicion en azucares simples utilizando las ecuaciones 3.4, 3.5 y 3.6. Los polisacaridos de
tipo péctico (68% del total de monosacaridos) fueron los predominantes, seguido de la celulosa
(20.1%). Por ultimo, las hemicelulosas representaron el 12.2% del total de polisacaridos
presentes en el AIR de CPN. Segun el perfil de monosacaridos presentado por Mandalari et al.,
(2006), para la piel de naranja, las pectinas representarian un 54.7% del total, la celulosa un
31.8% y los heteropolimeros pertenecientes al grupo de las hemicelulosas un 13.5%, mientras
segln la composicién en monosacaridos presentada por Kaya et al. (2014) para la piel de
naranja, las pectinas representarian un 61.9%, la celulosa un 26.5% y los heteropolimeros
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pertenecientes al grupo de las hemicelulosas un 11.6%, siendo estos valores muy similares a los

que se reportan en este trabajo.

Tabla 4.3: Composicidn de aztcares del concentrado de piel de naranja (CPN)

Monosacarido

Ramnosa
Fucosa
Arabinosa
Xylosa
Manosa
Galactosa
Glucosa

Acidos urénicos

% molar
1.840.1
0.610.1
2612
6.2+0.2
3.2+0.4
10.5%0.5
2243
30+2

En conclusidn, las caracteristicas fisico-quimicas del CPN indican que es una materia prima

adecuada para su uso como fuente de pectinas, razén por la cual ha sido ampliamente usada a

nivel industrial para este fin (Casas-Orozco et al., 2015).

4.4. INTENSIFICACION DEL PROCESO DE EXTRACCION MEDIANTE APLICACION DE
ULTRASONIDOS

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en los experimentos de extraccion

acustica. Como experimentos de control se consideraran aquellos realizados con agitacidn

mecdnica en las mismas condiciones de pH. En la Tabla 4.4 se presenta la nomenclatura que se

utilizara en la presentacién de resultados.

Tabla 4.4: Nomenclatura de los experimentos de extraccion

pH

Tratamiento

Nomenclatura

1.5

2.0

Agitacion mecdnica
Ultrasonidos

Agitacion mecdnica
Ultrasonidos
Ultrasonidos

82 rpm Control
542 W L? us1

82 rpm Control
542 W L? us1
794 W L? us2

4.4.1. Cinéticas de extraccion

Enla Tabla 4.5 se presentan los valores correspondientes al rendimiento de la extraccion (Y)
para los experimentos realizados con agitacion mecdnica (control) y con aplicacién de

ultrasonidos a pH 1.5y 2.0.
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Tabla 4.5: Rendimientos del proceso de extraccién (g de extracto/100g CPN b.s.)

pH 1.5 pH 2.0

Tiempo

(min) Control uUs1 Control uUs1 us2
3 106 + 03 |128 + 04 71 + 03] 91 + 0.8|122 + 0.8
6 14 = 22 + 3 102 £+ 06| 10 £+ 2 | 159 £ 0.3
10 16 + 1 |253 = 0.8 9 + 1 |109 + 0.2|16.7 = 04
20 166 + 04| 31 + 2 104 + 08|13.1 + 03| 18 = 2
30 16.52 + 0.03| 38 + 1 10 + 1| 13 & 17.7 + 0.3
40 217 £+ 04| 39 + 2 99 + 09| 15 + 196 = 0.6
50 208 + 07| 4 + 4 12 + 1 | 157 + 03| 20 +
60 253 £ 03| 44 + 4 113 £+ 03] 16 + 2 | 20 = 1

En la Tabla 4.5 puede observarse que existe un evidente efecto del pH sobre las cinéticas de
extraccién, obteniéndose rendimientos mas elevados en el medio con un pH menor.
Comparando los rendimientos de los experimentos realizados en las mismas condiciones pero
diferente pH, se observaron incrementos del 125%, 170% y 206% en los experimentos control,
US1 y US2, respectivamente, a 60 min de extraccién, cuando se trabajé con pH 1.5.

En diversos estudios donde se extrajeron pectinas por métodos convencionales, se observd
un efecto del pH que coincide con el obtenido en este trabajo; Prakash et al. (2013), observaron
que al disminuir el pH se incrementd el rendimiento de la extraccion de las pectinas de la piel de
naranja; alcanzando un maximo rendimiento a pH 1.4. Happi-Emaga et al. (2008); Levigne et al.
(2002); Yapo et al. (2007b), observaron también que el rendimiento de extraccion de las pectinas
obtenidas a partir de la piel de platano y de la remolacha, eran mas elevados a pH 1.5 que a pH
2.0. EI-Nawawi et al. (1987) determinaron que el pH dptimo para la extraccion de pectinas a
partir de piel de naranja era de 1.7, justificandolo con el hecho de que medios con pH mas altos
no son capaces de hidrolizar componentes insolubles de las pectinas. Yapo et al. (2009b)
sugirieron que el descenso del pH incrementa significativamente la cantidad de pectinas
extraidas, probablemente como una consecuencia de la alta eficacia debido a la elevada
difusividad del agente de extraccién en las paredes celulares.

Por otro lado, cabe destacar que a igualdad de pH, los rendimientos obtenidos en los
experimentos asistidos acusticamente, fueron superiores a los obtenidos mediante agitacion
mecdnica a todos los tiempos de operacidn. En las mismas condiciones de pH se obtuvieron
mayores rendimientos cuando se aplicd mayor potencia acustica al medio; a pH 1.5y 2.0 la
aplicacion de US1 a 60 min de extraccidn incrementd el rendimiento un 75y 46% y US2 un 148
y 82%, respectivamente, tomando como referencia el control. A ambos pH la aplicacién de
energia acustica aumenta los rendimientos de extraccion, y cabe destacar que este incremento
es mayor a pH 1.5 que a 2.0. Wang et al. (2015), quienes extrajeron pectinas de piel de pomelos
en una solucion de HCl a pH 1.5, concluyeron que con asistencia acustica se obtenian
rendimientos 16.3% mayores, en un tiempo 37.8% mas corto y a una temperatura 13.3°C menor
gue en una extraccién convencional, lo que nos indica que la asistencia acustica es eficiente en
la intensificacion de procesos de extraccidon de pectinas.

Al comparar con estudios anteriores sobre la extraccidn de pectinas por métodos
convencionales a partir de subproductos de naranja, tenemos que: el rendimiento maximo
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obtenido por Kaya et al. (2014) fue de 24.6 g de extracto rico en pecina/ 100 g piel de naranja
b.s. con 7 h de extraccidn a 70°C utilizando una solucién de HNOs (pH 1.6) mientras que Zanella
& Taranto (2015) obtuvieron un rendimiento maximo de 38.2 g de extracto rico en pectina/ 100
g de piel de naranja b.s. con 2 h de extraccidn a 80°C utilizando una soluciéon de acido citrico (pH
2.5). Tal y como se puede observar, los rendimientos maximos obtenidos por métodos
convencionales a partir de piel de naranja en estudios anteriores, son menores que los
obtenidos en el presente trabajo, a pesar de utilizar temperaturas mayores y tiempos mas
largos; posiblemente esto sea consecuencia de diferentes factores: el acondicionamiento previo
del subproducto, la variedad de naranja, las condiciones del proceso de extraccién, y la
existencia o no de un proceso final de purificacién que elimine los oligosacéridos y otros azucares
de bajo peso molecular, asi como también otros componentes presentes en la materia prima
gue pudieron haber sido extraidos dando lugar a mayores rendimientos de extraccién. En este
estudio, cuyo objetivo es analizar el efecto de la aplicacién de ultrasonidos en la trasferencia de
materia en un proceso de extraccion frente a un proceso convencional, no se ha considerado
necesario llevar a cabo un proceso de purificacion.

4.4.2. Modelizacion de las cinéticas de extraccion

Con el fin de describir matematicamente la transferencia de materia que tiene lugar durante
el proceso de extraccion se utilizdé el modelo de Weibull. A partir de la Ecuacién 1.1 y mediante
los datos experimentales de rendimiento obtenidos a través de las experiencias realizadas a pH
1.5y 2.0, tanto con agitacion mecanica como con aplicacidn de ultrasonidos, se identificaron los
parametros a, B y el rendimiento maximo (Ymax) del modelo, considerando rendimiento cero
para tiempo inicial.

En la Tabla 4.6 se presentan los valores obtenidos para los pardmetros identificados del
modelo de Weibull en forma de media y desviacién estandar.

Tabla 4.6: Parametros identificados del modelo de Weibull

Ymax (g extracto/g
pH | Tratamiento CPN seco) as) B
Control 32 + 2 C 44 + 5 d| 034 <+ 0.01 C
1.5 us1 62 + 2 b 2081 + 18 a | 058 £ 0.03 a

Control 14.8 3 e 838 + 64 b| 025 + 0.02 o
2.0 RV 19.2 # 4 d 836 + 39 b 04 £ 0.1 bc
us2 21+ 1 d 294 + 28 c| 03 + 004 bc

* Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas p<0.05

1+

0.
0.

Se puede observd que Ymax varia de forma lineal con respecto a la potencia acustica
(considerando la agitacion como potencia acustica= 0); tanto a pH 1.5 como 2.0. De modo que
para representar dicho efecto se propusieron las siguientes ecuaciones (ver Tabla 4.7) donde US
es la densidad acustica en W L

Tabla 4.7: Ecuaciones propuestas para Ymax €n funcién de la potencia acustica

pH Ecuacion R?
Ecuacion 4.1 1.5 Ymax = 0.07US + 30.51 0.97
Ecuacion42 | 2.0 Ymax = 0.009US + 14.74 0.99
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Un incremento en el valor de Ymax podria indicar que la aplicacion de energia acustica es
capaz de producir cambios en la pared celular, propiciando la extraccién de otros polisacdridos
ademas de pectinas y posiblemente otros componentes celulares, lo cual da lugar a la obtencién
de rendimientos de extraccion mas altos.

Se observd también que el parametro a, tiene un comportamiento diferente en funcién del
pH del medio. A pH 1.5, este parametro presentd valores significativamente (p<0.05) superiores
en los experimentos asistidos acusticamente respecto al control; sin embargo no hubo
diferencias significativas entre los experimentos realizados a las dos potencias acusticas
aplicadas. Por otro lado a pH 2.0, no se observaron diferencias significativas entre los
experimentos control y US1, y sin embargo, si se presentd una disminucién significativa (p<0.05)
en las condiciones US2. Segun Sturzoiu & Stroescu, (2011), el parametro a esta relacionado con
la inversa de la constante de velocidad (k) por lo tanto cabe esperar una mayor velocidad de
extraccién cuanto menor es a. Los valores obtenidos para el pardmetro a no permiten extraer
conclusiones claras en el presente estudio, ya que las curvas no sélo mostraron diferentes
velocidades de extraccidn si no también, el rendimiento maximo fue diferente en cada caso.

El exponente B es un parametro de forma caracteristico del material y se acepta como un
indice de su comportamiento durante el proceso de extraccidon (Sturzoiu & Stroescu, 2011).
Cuando este parametro es igual a la unidad, el modelo se corresponde a una cinética de primer
orden, presentando una velocidad de extraccién constante a lo largo del proceso (Eim et al.,
2013). No obstante, cuando B < 1 la cinética de extraccién adquiere forma convexa, presentando
una velocidad que disminuye con el tiempo; y cuando B > 1, la cinética presenta una forma
concava y la velocidad de extraccion aumenta progresivamente con el tiempo (Odriozola-
Serrano et al., 2008). La concavidad y convexidad de las cinéticas de extraccion seran tanto mas
acentuadas cuanto mas se aleje de la unidad el valor de B.

En todas las condiciones estudiadas, B fue menor que la unidad por lo que se entiende que
la velocidad de extracciéon disminuyd con el tiempo. Este comportamiento de B ha sido
observado en estudios previos de otros sistemas de extraccidén a partir de material vegetal:
Sturzoiu & Stroescu (2011), quienes extrajeron B-caroteno a partir de rosa mosqueta obtuvieron
los siguientes valores de B =0.37-0.64; Quispe-Fuentes et al. (2013) quienes extrajeron
saponinas a partir de pepitas de quinoa obtuvieron valores de B entre 0.21 y 0.30 y Rodriguez
et al. (2014) obtuvieron valores de B entre 0.67 y 0.78 en la modelizacién de cinéticas de
extraccién de manteca de cacao, siendo todos estos, valores muy similares a los presentados en
este estudio (B = 0.26-0.58). El valor de B aumentd al incrementarse la potencia acustica
acercandose mas a la unidad, por lo que se puede deducir que con la aplicaciéon de energia
acustica se obtienen cinéticas de extraccion mds rdpidas. Cabe destacar que a pH 2.0, el
incremento del valor de B con la potencia acustica fue sensiblemente menor que a pH 1.5.

Haciendo uso de los parametros identificados para el modelo de Weibull, se simularon las
curvas de extraccién. En la Figura 4.1y Figura 4.2 se puede observar una representacion grafica
de los valores de rendimiento calculados y experimentales con su respectiva desviacion
estandar, para las experiencias control y las realizadas con asistencia acustica en las dos
condiciones de pH. Puede observarse una buena concordancia entre los valores experimentales
y los estimados mediante el modelo propuesto.
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A pesar de la variabilidad experimental, principalmente atribuible a la heterogeneidad de la
materia prima; se obtuvo una elevada correlaciéon entre ambos grupos de datos, experimentales
y calculados.
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Figura 4.1: Simulacién de las cinéticas de extraccion a pH 1.5
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Figura 4.2: Simulacidn de las cinéticas de extraccion a pH 2.0

Con el objeto de evaluar estadisticamente la precision de los modelos matematicos
propuestosy, por tanto, su capacidad para representar los resultados experimentales y predecir
variaciones en el sistema, se estimaron el porcentaje de error relativo medio (ERM) y el
porcentaje de varianza explicada por el modelo (VAR) para las diferentes condiciones de
extraccion. Cuanto menor es el ERM y mas cercano a 100 el porcentaje de VAR, mejor es la
bondad de la simulacién proporcionada por el modelo (Bas & Boyaci, 2007) (ver Tabla 4.8).

Tabla 4.8: Error relativo medio (ERM) y varianza explicada (VAR) en la comparacion entre los valores
experimentales y simulados

pH Tratamiento ERM % VAR%
Control 7.2 91.9

1.5 usi 5.1 98.6
Control 5.9 92.7

2.0 usi 3.4 98.9
us2 3.7 98.1
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Tal y como puede observarse en la Tabla 4.8, los valores de ERM fueron < 7.2% vy los
porcentajes de VAR > 91.7%, indicando la validez del modelo matematico propuesto.
Atendiendo a los valores medios de ambos pardmetros estadisticos, puede afirmarse que el
modelo propuesto permitié simular satisfactoriamente la transferencia de materia que tuvo
lugar durante el proceso de extraccion.

4.5. EFECTOS DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION EN LA COMPOSICION FiSICO-
QUIMICA DE LOS EXTRACTOS

4.5.1. Determinacion del color

Segun la FAO (2009), las pectinas comerciales presentan un color blanco, amarillento,
verdoso o marrdn. 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 naranjas suelen ser ricas en carotenoides tales como: B-carotenos, y a-
carotenos; en naranjas se pueden encontrar a-criptoxantina y zeoxantina (Saini et al., 2015). Los
extractos de polisacdridos obtenidos, tal y como se muestra en la Figura 4.3 presentaron
diferentes tonalidades amarillas y verdes.

30 min 60 min 30 min 60 min

= &
N

pH=1.5 pH=2.0
Figura 4.3: Fotografias de los extractos.
Los resultados obtenidos en la determinacion fisica del color de los extractos, en el espacio

us1

us2

de color CIELab*, se presenta en la Tabla 4.9. Se puede observar que los extractos mas luminosos
(valor superior de L*) corresponden a las muestras control es decir las muestras perdieron
luminosidad con el tratamiento de extraccidn acustica, mientras que los valores a* y b*
inferiores corresponden a los extractos obtenidos por aplicacion de la potencia acustica mas
elevada. Los resultados del analisis estadistico aplicado demostraron que los factores que mas
afectan al color de los extractos son la aplicacién de un tratamiento acustico y el pH del medio.
La disminucion en los parametros de color fue observada también por Wang et al. (2015) en
extractos de pectinas obtenidos acusticamente a partir de pomelos. Estos autores, al igual que
Masmoudi et al. (2012) justificaron estos cambios en la coloracidon en base a la presencia de
reacciones de pardeamiento de Maillard, las cuales tienen lugar fundamentalmente a
temperaturas elevadas. En este trabajo, el proceso de extraccidon se llevé a cabo a baja
temperatura (25°C) por lo que no deberia esperarse este tipo de reacciones, sin embargo las
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sondas de ultrasonido llegan a temperaturas muy altas y a pesar de que durante todo el
experimento se controlé la temperatura del sistema de extraccion, es probable que en puntos
mas cercanos a la sonda la solucidn se calentara.

Se calculd la diferencia de color (AE) respecto al color blanco. Al comparar el AE de las
muestras analizadas se puede observar que, en general, no existen diferencias significativas
(p>0.05) entre dichos valores siendo significativamente diferentes Unicamente los extractos
obtenidos a pH 2.0 en 60 min con condiciones control y US2.

Tabla 4.9: Parametros de color medidos para los extractos

Tiempo (min) | pH | Tratamiento L a* b* AE
Control 53 + 4 a |96 + 08 a |42 + 4 a |63 = 5 ab
1.5 us1 473 £+ 0.1 abc|{59 £ 06 cd| 29 £ 3 bc| 60 = 3 ab
30
Control 50 + 2 abc|{82 + 06 b |36 = 2 ab|62.2 + 0.1 ab
2.0 us1 38 + 2 de (420 + 0.01 ef |173 + 0.8 ef | 64 + 2 ab
us2 371 + 07 e |20 + 02 h|16 + 2 f |651 £ 0.7 a
Control 52 + 4 ab |79 £+ 02 b |35 + 3 ab|[59 * 5 ab
1.5 us1 45 + 4 bed|590 £ 001 cd|29.2 £+ 04 cd| 62 * 4 ab
o || U2 |40 + 2 cde|35 & 01 fg|220 + 0.3 de| 63 £ 2 ab]
Control 52 + 3 ab |65 + 06 c |30 £ 1 bc|57 £ 3 b
2.0 us1 39 + 2 e |23 + 03 h|171 £ 05 f |63 + 1 ab
us2 35 + 2 de |11 + 02 gh|139 + 0.7 ef| 67 + 2 a

* Letras diferentes en la

3

isma columna indican diferencias significativas p<0.05
4.5.2. Microscopia electrénica de barrido

Con el objetivo de evaluar el efecto de los ultrasonidos de potencia sobre la microestructura
de los extractos obtenidos, se observaron las muestras por microscopia electrénica de barrido.
Para ello se realizaron micrografias a un aumento de 100x de los extractos de pectinas obtenidos
en las diferentes condiciones estudiadas (Figura 4.4).

Como se muestra en la Figura 4.4 los extractos obtenidos por agitacion mecdnica,
presentaron una superficie rugosa y dspera, mientras que los extraidos por aplicacion de energia
acustica mostraron una superficie lisa. En general, los extractos obtenidos a 30 min presentaron
una estructura mas compacta y rugosa que los obtenidos a 60 min, que presentaron una
superficie mas plana y lisa. De la misma manera, los extractos obtenidos a pH 2.0 son
visiblemente mas lisos y planos que los obtenidos a pH 1.5. Wang et al. (2015), observaron que
las pectinas extraidas acuUsticamente presentaban una estructura mucho mas lisa y menos
compacta que las obtenidas por métodos convencionales, justificando que este hecho podia
deberse a que los ultrasonidos son capaces de romper los enlaces entrecruzados entre las
moléculas reorganizando la matriz péctica . Los extractos que presentaron la estructura mas lisa
y plana fueron los obtenidos mediante aplicacién de la mayor potencia acustica (US2) (pH 2.0,
60 min).
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30 min 60 min 30 min 60 min

Control

us1

us2

pH=1.5 pH=2.0
Figura 4.4: Microfotografias de los extractos.

4.5.3. Composicidon de monosacaridos de los extractos

El contenido de los azucares, unidades bdsicas que componen las pectinas y demas
polisacaridos presentes en los extractos, se muestran en la Tabla 4.10. Como puede observarse
la composicidn en monosacaridos de los extractos vario segun las condiciones de extraccidn; sin
embargo en todos los extractos los acidos urdnicos fueron los monosacaridos mas abundante.
También se detectaron cantidades importantes de arabinosa, glucosa, galactosa y ramnosa en
este orden, y pequefias cantidades de xilosa y manosa. Dicho perfil de monosacdridos es similar
a los reportados por Yapo et al. (2007a); Wang et al. (2015) y Wang et al. (2016b) quienes
obtuvieron extractos ricos en pectinas a partir de citricos (Tabla 4.11).

El efecto de la potencia acustica en la composicion de monosacaridos, dependid del tiempo
de extraccidn, siendo el contenido de acidos urénicos el mas afectado por la asistencia acustica.
A 30 min de extraccion no se observaron diferencias significativas en el contenido de acidos
urdnicos de los extractos obtenidos en condiciones control y mediante la aplicacion de US1 y
US2. Sin embargo con un tiempo de extraccién de 60 min si se observd una disminucion
significativa (p<0.05) del contenido de los acidos urdnicos con la aplicacion de ultrasonidos a pH
2.0 (61.4% molar es el contenido de la muestra extraida en condiciones control y 41.3 y 38.0%
molar es el contenido de la muestra extraida con US1 y US2 respectivamente). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Wang et al. (2015) y Wang et al. (2016b), quienes observaron
una disminucién del contenido de éste azlcar con la aplicacion de energia acustica (Tabla 4.11).
Estos resultados pueden justificarse en base a que tratamientos acusticos largos (60 min) puede
provocar la rotura de la cadena de HG; tomando en cuenta que el contenido de acido urénico
se considera un parametro de calidad de las pectinas, una disminucidon del mismo es un efecto
no deseable, por lo que el tiempo de aplicaciéon de los ultrasonidos seria un factor muy
importante. Los extractos también presentaron cambios significativos en el contenido de
glucosa; al aplicar energia acustica durante 30 y 60 min de extraccion, se observé un aumento
significativo de este azlicar a ambos pH estudiados (por ejemplo pH 2.0 y 60 min se obtuvo 13.3%
molar en condiciones control y 25.6 y 24.9% molar con US1 y US2 respectivamente). Estos
resultados son indicativos de que la aplicacidon de energia acustica posibilita la extraccién de
polisacaridos no pécticos que contienen glucosa en su estructura, tales como hemicelulosa y/o
celulosa.
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Tabla 4.10: Composicion de monosacaridos de los extractos (expresadas en %molar)

Tiempo
(min) pH | Tratamiento Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc UA
|
Control 37 £+ 01 p |06 £ 0.1 18 £+ 2 ap(34 = 04 apc|23 = 0.2 de |42 £+ 03 de| 10 £ 1 g 58 + 2 anc
1.5
30
Control 3.5 + 0.2 bc nd 13 + 1 cd 246 + 0.04 d 25 + 0.1 cde 45 + 04 cde 144 + 0.8 defg 59 + 1 abc
2.0 US1 27 £ 0.1 de nd 113 £+ 06 4 (1.2 £ 01 e (22 £ 0.2 de |47 £ 01 cde| 15 = 2 def | 62 £ 2 a

60

Control 35
Us1 34

0.4 bc
0.1 bed

04 + 01 |13.2 £ 05 ¢d|26 = 03 ¢4 |20 £ 0.2
nd 18 = 1 4|15 £ 02 ¢ |34 + 0.3

* Rha: ramnosa, Fuc: fucosa, Ara: arabinosa, Xyl: xilosa, Man: manosa, Gal: galactosa, Glc: glucosa, UA: dcido urdnico. nd: no detectable

Letras diferentes en la misma columna, indican diferencia significativa p<0.05
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Pectinas
extraidas de
piel de frutos

citricos (Yapo,
et al., 2007a)

Pectina extraida
de pomelo

(Wang et al.,
2015)

Pectina extraida
de pomelo

(Wang et al.,
2016b)

Tabla 4.11: Revision bibliografica. Composicion de monosacaridos de pectinas extraidas a partir de citricos

Condiciones
, Tiempo
Método T°C .
(min)
Convencional 85 30
Asistencia
o 67.7 56
acustica
Convencional 80 90
Asistencia
o 67 28
acustica
Convencional 80 90

15
HCl

1.5
HCI

15
HCl

1.5
HCI

15
HCl

Rha

2.3

81

7%2

7.2+0.5 0.58+0.02

8.3+0.7

Fuc

0.3

0.2+0.1

0.8+0.1

Ara

21.9

44+0.4

14.8+0.7

4.0£0.2

Monosacaridos (%molar)

Xyl Man Gal
0.2 0.8 4.6
2.7+t0.4 1.0£0.3 14+2
3.3+0.5 1.8#0.1 14+1

3.1+0.1 2.6+0.2 11.9+0.9

1.3+0.4 3.0+0.2 11.5+0.1

* Rha: ramnosa, Fuc: fucosa, Ara: arabinosa, Xyl: xilosa, Man: manosa, Gal: galactosa, Glc: glucosa, UA: acido urdnico

Glc

3.6

14+4

3.4+0.1

2.8+0.4

UA

66.3

50+1

55.2+0.5

56+2

68.3+0.6
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4.5.4. Composicion de polisacaridos de los extractos

En la Figura 4.5 se representa la proporcidn aproximada de pectinas, celulosa y hemicelulosas
de los extractos obtenidos, calculada a partir de la composicién porcentual en azlcares simples de
la Tabla 4.10, segun las ecuaciones 3.4, 3.5y 3.6, respectivamente.

Las pectinas fueron el componente mayoritario en todos los extractos, representando del 68 al
83%. Ello se deduce del elevado contenido en acidos urdnicos (38-61% molar) que presentaron
todos los extractos, asi como de la concentracion intermedia de arabinosa (13-18% molar), y de la
presencia, en menor medida, de galactosa (4-7% molar) y ramnosa (3-4% molar) (Tabla 4.10). La
celulosa, con porcentajes comprendidos entre el 9y el 23%, constituyé el segundo polisacdrido mas
abundante en los extractos. Por ultimo los heteropolimeros englobados dentro del grupo de las
hemicelulosas fueron los minoritarios con porcentajes comprendidos entre el 6 y el 9%.

pH 1.5 pH 2.0
100% bcde abc defg def cde
30% cd cdef ef def
! !
S 60%
30 min §
x 40% abc abc ab bed
20%
0%
us1 us2 Control Us1 us2
100% cde cde efg
fg ef
80% c
& 60%
60 min §
¥ 40% ab cde a i
20%
0%
Control us1 us2 Control us1 uUs2

d Pectina M Celulosa M Hemicelulosa  Pectina M Celulosa M Hemicelulosa

Figura 4.5: Composicion en celulosa, hemicelulosa y pectinas de los extractos. Letras diferentes para un mismo
polisacérido indican diferencias significativas p<0.05

El efecto de la aplicacién de ultrasonidos en el contenido de pectinas dependié del tiempo de
extraccién; cuando este fue de 30 min, no se observaron diferencias significativas (p>0.05) en la
proporcién de pectinas de los extractos obtenidos en condiciones control y los obtenidos mediante
asistencia acustica en ninguno de los pH estudiados (se obtuvo un porcentaje de pectinas de 83, 77
y 77% para el control US1 y US2 respectivamente, en el pH 1.5, y de 81, 81y 78% para el pH 2.0 ).
Mientras que cuando el tiempo de extraccidon fue de 60 min, la proporcidn de pectinas de los
extractos obtenidos en condiciones control y los obtenidos mediante asistencia acustica a ambos
pH estudiados (se obtuvo un porcentaje de pectinas de 81, 73y 73% en el pH 1.5, y de 83, 69 y 68%
para el pH 2.0, para el control US1y US2, respectivamente); al comparar ambas potencias acuUsticas
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entre si no se obtuvieron diferencias significativas en la proporcién de pectinas de los extractos. En
cuanto al efecto del pH, a igualdad de condiciones de extraccién, no se observd diferencias
significativas con respecto al contenido de pectinas; por ejemplo en los extractos obtenidos a 30
min en condiciones control a pH 1.5 se obtuvo un contenido de pectinas de 83% y a pH 2.0 de 81%
apH1.5.

La disminucidn en la proporcién de pectinas en los extractos obtenidos después de 60 min
mediante asistencia acustica, supuso también un aumento significativo en la proporcion de celulosa
y hemicelulosa, lo que podria indicar que tiempos largos de operacidn (60 min) suponen una ruptura
de cadenas de polisacdridos no pécticos permitiéndose asi su extraccién en medios acuosos.

4.5.5. Estructura de las pectinas extraidas

La presencia mayoritaria de acidos urdnicos indica que las pectinas estan principalmente
formadas por cadenas de HG, es decir que la disolucién de acido citrico en pH 1.5y 2.0 es selectiva
para la extraccidon de este tipo de cadenas; mientras que la presencia de ramnosa, arabinosa y
galactosa puede indicar que contenian también cadenas laterales de RGI (Willats et al., 2006). Se
calcularon tres ratios molares que permiten conocer de forma aproximada la linealidad, el
contenido de cadenas laterales y la longitud de las cadenas en las pectinas extraidas mediante las
ecuaciones 3.7, 3.8 y 3.9 presentadas en el apartado (3.5.5) y se presentan en la Tabla 4.12.

Los resultados del analisis estadistico realizado demostraron que el tratamiento de extracciony
el tiempo fueron factores determinantes tanto en la linealidad como en la cantidad y longitud de
cadenas laterales. El efecto de la aplicacion de los ultrasonidos en la linealidad de las pectinas
dependid del tiempo de extraccién y del pH. Al comparar las pectinas extraidas con asistencia
acustica durante 30 min con su respectivo control no se observaron diferencias significativas
(p>0.05) en la linealidad, excepto un aumento significativo (p<0.05) en las condiciones US1 a pH 1.5
con respecto a las condiciones control (2.0 para las condiciones control y 3.4 para US1). Por otro
lado, al comparar las pectinas extraidas con asistencia acustica durante 60 min con su respectivo
control no se observaron diferencias significativas cuando el pH fue 1.5; sin embargo aquellas
extraidas mediante asistencia acustica a pH 2.0 presentaron una disminucién muy evidente en la
linealidad con respecto al control (3.1 para el control y 1.5 y 1.3 para US1 y US2 respectivamente).
El efecto del pH en la linealidad de las pectinas por si solo, no es un factor determinante ya que al
comparar las pectinas extraidas en las mismas condiciones, variando Unicamente el pH, en general
no se observaron diferencias significativas.

Al analizar el nimero de cadenas laterales de las pectinas extraidas después de 30 min de
proceso se observé un aumento del ratio UA/Rha con la aplicacidn de ultrasonidos lo que se traduce
en una disminucién en el nimero de cadenas, a un pH de extraccion de 2.0 (UA/Rha = 20 para el
controly 27.3y 27.4 para US1y US2 respectivamente); sin embargo, cuando el tiempo de extraccién
fue 60 min y el pH 2.0 se observd un aumento en el nimero de cadenas al comparar las pectinas
extraidas mediante asistencia acustica con su control (UA/Rha = 21.2 para el control y 14.6 y 12.7
para US1 y US2 respectivamente). A pH 1.5 en ambos tiempos de extraccidon, no se observaron
diferencias significativas (p>0.05) entre las muestras control y las extraidas aclsticamente.
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La disminucidn en la linealidad de las pectinas extraidas a 60 min con ultrasonidos, coincide con
los resultados reportados por Zhang et al. (2015), quienes observaron que la aplicacion de energia
acustica disminuyé significativamente el porcentaje molar de acido galacturénico después de 1.5 h
de tratamiento, y por lo tanto la linealidad de las pectinas. De la misma manera Wang et al. (2015)
y Wang et al. (2016b) observaron un aumento en el nimero de cadenas y una disminucion en la
linealidad con la extraccién asistida acusticamente. Este hecho puede deberse a dos efectos:
primeramente que tiempos largos de tratamiento acustico, propician la ruptura de los enlaces entre
los mondédmeros de acido galacturdnico; y por otro lado, la aplicacién de ultrasonidos permite una
mayor extraccién de cadenas laterales. Ambos efectos posibilitan que la extraccidn acustica a
tiempos largos de lugar a pectinas con una estructura mas ramificada, este efecto es mds evidente
a pH mas elevados (2.0). Aunque la bibliografia indica que la presencia de ramificaciones puede ser
un factor limitante en el grado de asociacion de la cadena y por lo tanto en su poder de gelificacion
(BeMiller, 1986); la obtencién de pectinas altamente ramificadas puede resultar interesante pues
algunos estudios han demostrado que pectinas formadas casi exclusivamente por cadenas laterales
de RGI son capaces de reducir la proliferacion celular de melanoma en ratones (Vayssade et al.,
2010).

Los valores obtenidos para la longitud de las cadenas laterales son muy similares a los
reportados por Kaya et al. (2014) en pectinas extraidas de piel de naranja (3.7-7.4). Tal y como se
puede observar en la Tabla 4.12 no se encontraron diferencias significativas al comparar la longitud
de las cadenas de las pectinas extraidas mediante asistencia acustica con su respectivo control
cuando el tiempo de extraccion fue de 30 min y por otro lado si se observaron cadenas laterales
significativamente mas largas al comparar las pectinas extraidas mediante asistencia acustica con
su control cuando el tiempo de extraccion fue de 60 min tanto a pH 1.5 como 2.0 (4.9 para el control
apH 1.5y 6.8y6.6 para US1y US2 respectivamente; y 4.7 para el controla pH 2.0y 7.2 para US1y
us2).

Tabla 4.12: Estructura de las pectinas extraidas
Tiempo (min) | pH | Tratamiento Linealidad Cadenas Longitud de las cadenas
Control 20 £+ 05 cd|18.4 £+ 0.6 bcde| 5.7 + 04  bcde
1.5 uUs1 34 £+ 05 a |24 £+ 4 ab |47 + 0.2 de

30 Control 28 + 0.2 abc| 20 £+ 2 bed | 49 + 05 cde
2.0 uUs1 33 £ 02 a |27 £ 2 a 57 + 0.3 bcde

us2 31 £+ 05 ab | 27 + 3 a 6.2 + 04 abcd

Control 20 £ 01 cd| 14 £ 1 de |49 = 04 cde

1.5 us1 2.0 + + 03 ab

0.1 cd [19.0 + 0.7 bcde| 6.8

o | I U T

Control 3.1 0.6 ab | 21 3 abc 5 1 e
2.0 us1 15 £+ 01 d 15 + 1 cde | 7.2 = 0.6 a
us2 1.3 + 01 d 12 + 2 e 7.2 = 03 a

* Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas p<0.05

1+
1+
I+
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4.5.6. Grado de metilesterificacion (GME)

Segun el GME, las pectinas se dividen en dos grupos: pectinas de alto metoxilo (HMP) con GME
mayor al 50% y de bajo metoxilo (LMP) con GME menor al 50% (Hosseini et al., 2016). Los resultados
experimentales correspondientes al GME de las pectinas se presentan en la Figura 4.6. Los valores
de GME fueron menores que los reportados en otros estudios de extraccion de pectinas a
temperaturas superiores a 40°C a partir de materia prima citrica (61-77% Zanella & Taranto, 2015;
52-59% Methacanon et al., 2014); Estos valores inferiores pueden justificarse ya que Minjares-
Fuentes et al., (2014) observaron que si la temperatura de extraccién es elevada (superior a 40°C)
se extraen pectinas con GME mads altos. Resultados similares reportaron Constenla et al. (2002),
qguienes observaron un incremento en el GME al realizar el proceso de extraccién a 80°C con
respecto a 60°C. En este estudio se han extraido pectinas a temperaturas relativamente bajas (25°C)
y esta podria ser la razdn por la cual dichas pectinas han presentado GME mas bajos a los publicados
en estudios previos.

La aplicacion de ultrasonidos en el proceso de extraccidon no afectd el GME de las pectinas ya
qgue no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre las pectinas extraidas mediante
asistencia acustica y las de los experimentos de control; resultados similares fueron reportados por
Wang et al. (2015), quienes no observaron diferencias significativas en el GME de pectinas extraidas
mediante métodos convencionales y las extraidas mediante la aplicacion de ultrasonidos.

Las pectinas extraidas a pH 1.5, en general, tuvieron un GME mas elevado que las extraidas a
pH 2.0 (p<0.05), (55+1% en promedio para las pectinas extraidas a pH 1.5 y 46+4% para las pectinas
extraidas a pH 2.0). Los resultados contrastan con los reportados por Levigne et al. (2002), quienes
encontraron que al aumentar el pH de extracciéon de 1.0 a 2.0 se obtuvieron pectinas con GME
superiores a partir de la remolacha; sin embargo las condiciones de extraccion fueron muy
diferentes a las presentadas en este estudio; ya que utilizaron temperaturas entre 70 y 90°Cy acidos
minerales (HCI 6 el HNO3).

Con respecto al tiempo de extraccion, sélo se observaron diferencias significativas (p<0.05)
entre las pectinas extraidas a 30 y a 60 min cuando el pH de extraccion fue 2.0, presentando estas
GME mas altos con 60 min de extraccion (50.1£0.9% en promedio para 60 min y 42+2% para 30 min
de extraccién); lo resultados coinciden con los reportados por Minjares-Fuentes et al. (2014)
quienes observaron que la extraccién de pectinas con un elevado GME (>50%) puede realizarse
usando tiempos largos (~60 min) y pH elevados (~2.0).
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Figura 4.6: GME de las pectinas extraidas. Letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05

En general, se podria clasificar a las pectinas extraidas a pH 1.5 como de HMP y las extraidas a
pH 2.0 como LMP. Como se menciond en el apartado de introduccién, en teoria ambas son capaces
de formar geles, pero con mecanismos diferentes; las pectinas HMP forman geles en altas
concentraciones de azlcar (65% o superiores) y pH bajos. Las pectinas LMP forman geles en
presencia de iones calcio y no requieren de concentraciones altas de azucar ni pH bajos; por lo tanto
mientras las pectinas HMP se utilizan en la industria para la elaboracion de geles dulces, mermeladas
o para la estabilizacidn de bebidas acidificadas; las pectinas LMP se utilizan para la elaboracién de
geles en alimentos que no contienen cantidades muy altas de azlcar, incluso para alimentos salados
como salsas (Fishman et al., 2015), también son utilizadas para estabilizar bebidas lacteas incluso a
elevadas temperaturas (Diah et al., 2016).
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5. CONCLUSIONES

En el presente estudio se evalud la intensificacion del proceso de extraccién de pectinas de

subproductos de naranja (var. Navelina), por aplicacion de energia acustica utilizando un acido

organico (acido citrico) como disolvente. A partir de los resultados obtenidos se han podido extraer

las siguientes conclusiones:

La aplicaciéon de US de potencia, utilizando acido citrico como medio de extraccién,
demostré ser eficaz en la ruptura de las paredes celulares de los subproductos de naranja
facilitando la extraccién de sustancias pécticas.

El pH del medio afectd significativamente los rendimientos de extraccidn, de tal manera que
se obtuvieron rendimientos mas elevados con el pH 1.5, por lo que se puede concluir que a
este pH, se facilita la rotura de las paredes celulares.

El incremento en los rendimientos de extraccidon producido por la aplicacién de potencia
acustica, fueron significativamente mas altos a pH 1.5 que a pH 2.0 por lo que el efecto de
la asistencia acustica se ve potenciado en medios mas acidos.

Los procesos de extraccion asistidos acusticamente permiten obtener rendimientos mas
altos y cinéticas de extraccién mas rapidas.

Mediante el modelo de Weibull fue posible simular satisfactoriamente las cinéticas de
extraccién. Los pardmetros identificados para dicho modelo indicaron que el rendimiento
maximo de extraccion aumentd de forma lineal en funcién de la potencia acustica y el
pardmetro B aumentd significativamente con la aplicacidn de ultrasonidos.

Los extractos presentaron diferentes tonalidades de amarillo y verde y la diferencia de color
con respecto al blanco no se vio afectada por la asistencia acustica, ni por el pH del medioy
tampoco por el tiempo de extraccién. Sin embargo la aplicacidon de ultrasonidos provocé
una pérdida de luminosidad y una decoloracion, debida probablemente a reacciones de
pardeamiento de Maillard.

Los extractos obtenidos mediante asistencia acustica presentaron una microestructura mas
plana y menos rugosa que aquellos obtenidos mediante agitacién, consecuencia de que la
aplicacion de ultrasonidos pudiera provocar cambios estructurales en la matriz.

En el perfil de monosacéridos de los extractos se obtuvo como azlcar mayoritario el acido
urdénico, por lo que se puede decir que el acido citrico como solvente de extraccidn es
selectivo para la obtencién de cadenas de homogalacturano.

La rotura de las paredes celulares por la aplicacidn de energia acustica, provocé la extraccion
de polisacaridos no pécticos tales como la celulosa y polisacaridos pertenecientes al grupo
de las hemicelulosas. La proporcién de pectinas con respecto a los demas polisacaridos
disminuyd significativamente con la aplicacidon de ultrasonidos de potencia Unicamente
cuando el tiempo de extraccién fue de 60 min.

La estructura de las pectinas se vio afectada por la aplicacidn de ultrasonidos de potencia
Unicamente cuando el tiempo de extraccidn fue de 60 min y el pH 2.0, disminuyendo el
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contenido de acidos urdnicos y por lo tanto la linealidad de las mismas, de tal forma que
presentaron una estructura mas ramificada.

e El grado de metilesterificacion de las pectinas no se vio afectado por la aplicacidon de
ultrasonidos de potencia, pero si por el pH del medio de extraccién. De tal forma que
presentaron una disminucion significativa en el grado de metilesterificacidén las pectinas
extraidas al pH mas elevado. Las pectinas extraidas a pH 2.0 presentaron GME
significativamente mas elevados cuando el tiempo de extraccidn fue mas largo (60 min), por
lo que se puede concluir que con pH 1.5 pueden obtenerse pectinas de alto metoxilo tanto
con 30 como con 60 min de extraccién, mientras que con pH 2.0 se pueden obtener pectinas
de alto metoxilo con tiempos de extraccidon de 60 min.

Por tanto, se puede concluir que en este trabajo se ha observado un importante efecto de la
aplicacion de energia acustica sobre las cinéticas de extraccion de pectinas, permitiendo
rendimientos significativamente mas altos. En cuanto a la calidad de las pectinas, los ultrasonidos
no afectaron la misma en términos de contenido en azucares pécticos, estructura y grado de
metilesterificacion cuando se aplicaron durante 30 min.
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7. ANEXOS

Parte de los resultados obtenidos en este trabajo han sido aceptados como contribucidn en el
congreso internacional: 6" EuChems Chemistry Congress del 11 al 15 de septiembre en Sevilla
(Espafa). A continuacion se presenta, el abstract junto con la carta de aceptacion, y el pdster con
los que se llevara a cabo esta participacion.
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Experiments of both conventional (mechanical stirring, 82 rpm) and acoustic (acoustic
power densities of 542+4 and 794+4 W/L) extraction of pectins during 30 min in citric
acid aqueous solution (at two different pHs, 1.5 and 2.0) from orange (var. Navelina)
peel have been carried out. Pectin yields of conventional extraction were 16.5 and 10.4
0/100 g dry orange peel at pH 1.5 and 2.0, respectively. The extraction yield increased
with the ultrasound application (135% and 184 % increases at pH=1.5, and 29% and
66% at pH=2.0, for the 542.3 W/L and 794.9W/L of acoustic densities, respectively, in
comparison to the yields for conventional extraction), thus, the effect of the acoustic
treatment was important and noticeably higher at pH 1.5. The highest yield of extraction
was of 46.8 g/100 g dry orange peel, obtained at pH 1.5 and 794 W/L of acoustic density.
The degree of esterification (DE) (FT-IR spectroscopic determination) and the
galacturonic acid content were measured on the extracted pectins. The DE was not
affected by the acoustic treatment but it was significantly higher (p<0.05) at pH 1.5
(55.3+0.4 %) than at pH 2.0 (42+2 %). The galacturonic acid content is an indicative of
high quality pectins (FAO 2009). The highest figure of galacturonic acid content was
obtained at pH=2.0 when extraction was acoustically assisted (66.47 mg of galacturonic
acid/100 mg of total sugar with 794.9W/L). From these results, it could be concluded
that acoustic assistance during pectins extraction can help to improve both the yield of
extraction and also the quality of the pectins due to their DE and galacturonic acid
content.

Keywords: pectin, orange peel, acoustic extraction, degree of esterification, galacturonic acid

content.
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INTRODUCTION

In Spain, 70% of production of oranges is intended to orange juice industry, which
generates about 50% by weight of residues [1]. The by-products generated in the
production of juices are potential socurces of bioactive compounds as polysaccharides
(cellulose and pectin). The main applications of pectins due to its stabilizing and gelling
properties, but the conventional methods of extraction are slow, limited and not

ecofriendly.
MAIN OBJECTIVE:
MATERIALS AND METHODS
EXTRACTION
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Figure 1: Comparlson of yield of extracuon (A), DE (B) and %GalA (C) of
pectin from orange peel at pH 1.5 and 2.0 with and without acoustic
Refarences assistance. Different letters indicate significant differences.

{1) FAD STAT 2016 http:/ifaostat3.fan.orgd

GalA%
@
=1

29% (US1) and 66% (US2) increases at pH=2.0
(in comparison to the yields for agitation)
Higher increases at pH 1.5 (Figure 1A)

DE was not affected by the acoustic treatment.
DE was significantly higher (p<0.05) at pH 1.5 (~55
%) than at pH 2.0 (~ 43 %) (Figure 1B)

No significant differences were observed in GalA
among the different samples, heing the average of
6243 % of total sugars (Figure 1C).

CONCLUSION
Acoustic assistance during pectins
extraction can help to improve the yield
of extraction maintaining the quality of
the pectins according to their DE and
galacturonic acid content.
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