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RESUMEN

Una de las principales materias primas vegetales procesadas y que contribuyen a la generacion de
subproductos son los citricos. Los subproductos resultantes del procesado de los citricos representan
cerca del 50% del peso de los mismos. Estos subproductos constituyen una fuente potencial de
compuestos bioactivos a partir de los cuales, mediante procesos de extraccion es posible su
recuperacion. De los compuestos bioactivos presentes en la piel de citricos, las pectinas destacan por
sus propiedades tecnoldgicas como gelificantes y estabilizantes, siendo habitual su uso en la industria
alimentaria, farmacéutica y cosmética.

El objetivo principal de este trabajo es evaluar la estabilidad de emulsiones elaboradas con pectinas
extraidas de la piel de las limas y compararlas con emulsiones control elaboradas con un emulsificante
comercial (tween 20). Para alcanzar el objetivo planteado se procedio a la extraccion de las pectinas
mediante la aplicacién de asistencia acustica y su posterior caracterizacidon fisicoquimica,
determinandose el color, contenido en azlcares y grado de metilesterificacién. Finalmente, para poder
evaluar su efecto como estabilizante se analizaron tres parametros caracteristicos de la emulsién: la
viscosidad, el creaming index y el tamafio de particula.

Las pectinas obtenidas mediante asistencia acustica presentaron una ligera coloracion debido a la
posible extraccidon de pigmentos presentes en la piel de la lima. En cuanto a la composicidon en
monosacaridos los mas abundantes fueron los acidos urdnicos (46.5 + 2.0% molar) y también se
detectaron elevadas cantidades de glucosa (22.7 £+ 0.4% molar), arabinosa (16.6 + 1.1% molar),
galactosa y xylosa. La presencia mayoritaria de urdnicos nos indica que dichas pectinas estan formadas
por cadenas de homogalacturonano y la presencia de ramnosa, arabinosa y galactosa nos aporta que
presenta cadenas laterales de ramnogalacturonano. En cuanto al grado de metilesterificacion se
obtuvieron pectinas de alto metoxilo. Esta caracteristica indica que las pectinas obtenidas son
adecuadas para la elaboracién de geles dulces, mermeladas o para la estabilizacién de emulsiones.

Respecto a las emulsiones elaboradas con tween 20 y pectinas podemos concluir que ambas
presentan una viscosidad adecuada para ser empleadas en el proceso de secado por spray drying, sin
embargo, las emulsiones elaboradas con pectinas presentaron una viscosidad significativamente (p <
0.05) mas altas que las elaboradas con tween 20 (30.0 + 1.0 y 37.0 £ 2.6 cp para tween 20 y pectinas
respectivamente).

Las emulsiones elaboradas con pectinas presentaron mayor estabilidad ya que se observaron valores
significativamente mas bajos (p < 0.05) de creaming index en comparaciéon con las elaboradas con
tween 20 (94.5+ 0.3y 68.1 £ 0.1 %, para tween 20 y pectinas respectivamente).

Por otra parte, mediante el analisis de imagen se pudo determinar que las gotas de aceite presentes
en las emulsiones elaboradas con pectinas presentaron un tamafio de particula inicial mayor que las
de la emulsion elaborada con tween 20. Sin embargo, las emulsiones elaboradas con pectinas no
presentaron variacion en el tamafio de las gotas de aceite incluso después de 72h de almacenamiento
(3.6 y3.6 umded50at=0yt=72 h respectivamente). Mientras que las gotas presentes en la emulsidn
preparada con tween 20 aumentaron de tamafio drasticamente (2.7y 5.0 umde d50at=0yt=72h
respectivamente). Por lo tanto, se puede deducir que las pectinas evitaron fenémenos de inestabilidad
tales como coalescencia, floculacién, maduracion de Oswald y migracion de las gotas a la superficie.



1. INTRODUCCION

1.1.Los subproductos de la industria agroalimentaria

La gestidon de un gran volumen de residuos junto con la revalorizacién sostenible de subproductos
generados en la industria agroalimentaria supone una preocupacién constante, no solo a nivel
econdémico sino también medioambiental. Con el fin de atenuar las consecuencias que conlleva la
repercusion de dicho problema, la UE establece, mediante la Ley de Residuos y Suelos Contaminados
(Directiva 98/2008/CE), la obligacidn de los Estados Miembros de fomentar tanto la prevencion de los
impactos adversos de la gestion de residuos como la reduccidn de subproductos mediante su
valorizacidn a través de la reutilizaciéon, recuperacion y reciclado.

Los subproductos del procesado de las limas generados en el sector agroalimentario son una gran
fuente de compuestos bioactivos de interés tales como la fibra, antioxidantes entre otros (Londofio,
Sierra, Alvarez, Duque, & Passaro, 2015). Mediante la adecuada aplicacién de tecnologias de extraccién
es posible recuperar estos compuestos para su aplicacion como materia prima.

Entre los muchos ingredientes alimentarios de diferente origen y naturaleza que poseen propiedades
bioldgicas, destacan los carbohidratos de diferente grado de polimerizacién. Tal es el caso de las
pectinas, obtenidas principalmente, a partir de subproductos de manzana y de citricos, que pueden
aumentar su potencial como ingredientes bioactivos (Miller-Maatsch et al., 2016). Asi, se ha descrito
una serie de aplicaciones desde el punto de vista tecnoldgico, se emplea como estabilizante vy
gelificante dependiendo de sus caracteristicas quimicas. Ademas de sus beneficios para la salud
asociados a los oligosacaridos pécticos tales como sus propiedades prebidticas, anticancerigenas,
inmunomoduladoras y anticolesterolémicas (Holck et al., 2014).

1.2.Fibra alimentaria

Existen muchas definiciones para la fibra alimentaria dependiendo del campo en el cual se aplica,
entre estas definiciones el Codex Alimentarius la define como los carbohidratos poliméricos libres de
almiddén propios de la pared celular de las plantas, principalmente celulosa, hemicelulosa y pectinas.
La principal fuente de fibra alimentaria, y por tanto de pectinas, presentes en la dieta humano son las
paredes celulares de los vegetales (Cummings et al., 2009).

La pared celular es una matriz compleja de polisacdridos que proporciona el soporte y la fuerza
esencial para la supervivencia de la célula (Ochoa-Villarreal, Aispuro-Hernndez, Vargas-Arispuro, &
ngel, 2012). La composicion de estos polisacaridos varia en funcion de la plantay el tejido. Sin embargo,
todas las paredes celulares de las plantas tienen una estructura basica similar formada por celulosa,
hemicelulosas y pectinas (Caffall & Mohnen, 2009).

e Celulosa

La celulosa es un homopolimero de la pared celular formado por la unidn lineal de monédmeros de D-
glucosa, mediante enlaces glucosidicos B-(1,4). Este polisacdrido se organiza en microfibrillas unidas
mediante puentes de hidrogeno, que a su vez interaccionan entre si formando macrofibras de celulosa.
La celulosa se caracteriza por ser insoluble en agua, como consecuencia de la gran cantidad de enlaces
por puentes de hidrégeno tanto intra como intermoleculares, establecidos entre oxigeno del anillo de
un residuo de glucosa y el hidrégeno del grupo hidroxilo del Cs de otro residuo vecino (Bajpai, 2016).



e Hemicelulosas

Las hemicelulosas son un grupo de polisacdridos con cadenas ramificadas. A diferencia de la celulosa,
las hemicelulosas estan constituidas por mas de un tipo de monosacarido, lo que da lugar a diferentes
heteropolimeros. De estos, destacan los xiloglucanos por su presencia mayoritaria en frutas y
hortalizas (Derriche & Berrahmoune, 2007), que 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).

e Pectinas

Las pectinas forman el grupo de polisacaridos mas complejo de la pared celular y son el principal
componente de la fraccién de la fibra alimentaria conocida como fibra soluble, ya que este tipo de
polisacdridos presentan una elevada solubilidad en agua. (Mudgil & Barak, 2013).

1.2.1. Aplicaciones tecnolo6gicas de las pectinas: relaciéon estructura/funcién

Las pectinas estan formadas por unidades de acido D-galacturdnico, aunque también pueden incluir
moléculas de otros monosacaridos, como la arabinosa, ramnosa y galactosa. Ademas, el acido
galacturdnico puede presentar el grupo acido esterificado mediante un grupo metilo, siendo el
porcentaje de unidades que lo presentan lo que se conoce como grado de metilesterificacion (GME,
porcentaje de grupos carboxilos esterificados con metanol). Segun el GME, las pectinas se dividen en:
pectinas de alto metoxilo (HMP) con GME mayor al 50% y de bajo metoxilo (LMP) con GME menor al
50% (Hosseini, Khodaiyan, & Yarmand, 2016).

Existen otros pardmetros que permiten describir la estructura de las pectinas, como pueden ser la
linealidad, el nimero de cadenas o la longitud de estas. Estos parametros se calculan como relaciones
entre los monémeros que forman las pectinas (Kaya et al., 2014; W. Wang et al., 2015).

Por otra parte, las pectinas estan formadas principalmente por dos tipos de polisacaridos, que
presentan acido galacturénico en mayor o menor proporcién: Homogalacturanos (HG) y los
ramnogalacturonanos (RG) (ver Figura 1). Los HG consisten en largas cadenas lineales de residuos de
acido galacturénico unidos mediante enlaces a-(1,4), que pueden estar parcialmente
metilesterificados o acetilados. En cambio, los RG se caracterizan por la presencia de unidades de
ramnosa intercaladas en la cadena principal de acido galacturdnico. Las cadenas laterales, unidas a la
posicion C4 de la ramnosa, estan formadas principalmente por arabinosa y galactosa (Yapo, 2011).

Homogalacturonanos Ramnogalacturonanos

Linealidad Linealidad

900000000 L &

Longitud de ‘
cadenas % |
. Ac. galacturénico . Galactosa : .
0 Ramnosa ' Arabinosa

Numero de cadenas

Figura 1. Estructura basica de las pectinas

Las pectinas tienen multiples utilidades en la industria (alimentaria, farmacéutica y cosmética) y su
consumo mundial esta creciendo rapidamente, en torno a un 10% anual. En funcidn de la estructuray
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composicion de las pectinas presentaran propiedades gelificantes, emulsionantes y/o estabilizantes.
Concretamente, en la industria alimentaria, las pectinas se utilizan como espesante en productos
lacteos (pectinas de bajo metoxilo), como agente gelificante para la produccion de mermeladasy jaleas
(pectinas de alto metoxilo) y como estabilizante en bebidas. Debido a sus propiedades quimicas y
actividad bioquimica, su uso estd creciendo en muchos otros sectores (Thakur, Singh, & Handa, 1997).
Ademas, en 2010, se considerd a la pectina como un suplemento nutricional en la reduccién de las
respuestas glucémicas postprandiales y en los niveles de colesterol en sangre (R. Ciriminna et al.,
2015).

1.2.2. Obtencion de pectinas: Extraccion s6lido - liquido

La extraccién sélido — liquido es una de las operaciones unitarias mds ampliamente utilizadas en la
industria alimentariay, entre otros fines, se aplica en la recuperacidn de ciertos compuestos bioactivos
retenidos en la matriz de productos naturales (Pinelo et al., 2006). Se trata de un proceso de
transferencia de materia mediante el cual el compuesto de interés pasa desde la matriz del sdlido
hasta el seno de la fase liquida (Sturzoiu, Stroescu, Guzun, & Dobre, 2011).

Comercialmente, la pectina se extrae a partir de los subproductos obtenidos de manzana vy citricos
(May, 1990). Los métodos tradicionales de obtencion de pectinas emplean como solventes de
extraccién acidos minerales a pH entre 1,5 — 3; temperaturas elevadas entre 60 — 100 °C y tiempos que
van desde 0,5 — 7h (Wang et al., 2015). El uso de acidos minerales en la extraccién de pectinas supone
un coste elevado, por ello, a la larga ha sido sustituido por acidos organicos como el acido citrico (Yapo,
2009) que se ha visto que proporciona rendimientos similares o incluso superiores (Zanella & Taranto,
2015).

Por otro lado, el reciente desarrollo del concepto de “quimica verde” ha impulsado a la investigaciéon
a mejorar los procesos de extraccion tradicionales (Boukroufa, Boutekedjiret, Petigny,
Rakotomanomana, & Chemat, 2015). Técnicas como la extraccidn asistida por microondas (Seixas et
al., 2014), el uso de campos eléctricos moderados (De Oliveira, Giordani, Gurak, Cladera-Olivera, &
Marczak, 2015) y la extraccion asistida acusticamente (Wang et al.,, 2015) permiten mejorar la
eficiencia de la extraccidn, reduciendo el tiempo y aumentando el rendimiento (W. Wang et al., 2016).

En la extraccion por ultrasonidos la agitacion es provocada por ondas sonoras que generan ondas de
presion cuando se transmiten a través de un disolvente y como resultado se producen burbujas o
cavidades en el liquido que explotan (cavitacidon). Asi, se produce por una parte, un incremento local
de temperatura que favorece la solubilidad donde se produce la explosién de la burbuja y, por otra,
un aumento de presidn que provoca una mejor penetracion del disolvente al interior del sélido. Se
caracteriza por poseer ventajas como altas eficacias, automatizacion del proceso que supone
minimizacién de manipulacién de la muestra y la reduccién del consumo de disolventes, tiempo
necesario y pérdidas de los analitos mas volatiles. Debido a ello, se ha seleccionado en este trabajo
como método de extraccion de pectinas.

1.3.Emulsiones

Las emulsiones se definen como mezclas coloidales que constan de dos fluidos inmiscibles entre si,
donde uno de ellos se encuentra disperso en el otro en forma de gotas muy finas, y este sistema se
encuentra estabilizado mediante un agente emulgente (Quintanilla-Carvajal et al., 2009). Tales
sistemas tienen como principal funcién, controlar las propiedades sensoriales de los alimentos,
conferir textura, sabor y apariencia homogénea de fases inmiscibles en los alimentos (Guo et al., 2014;
McClements, 2007). Sin embargo, las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables;
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existen mecanismos fisico — quimicos que pueden ser responsables de la ruptura de las emulsiones y
alteraciones en las propiedades, que son los llamados mecanismos de inestabilidad (Ver Figura 2)
(Aranberri & Binks, 2006; McClements, 2005).

1. Creaming/sedimentacidn: Se trata de un proceso causado por la accidn de la gravedad y

produce un gradiente vertical de concentraciéon de las gotas sin variar la distribucién del
tamafio. El creaming describe el movimiento hacia arriba de las gotas debido a que tienen una
densidad menor que la del liquido circundante, mientras que la sedimentacién es el
movimiento hacia abajo de las gotas debido a que tienen una densidad mayor que la del liquido
circundante (Robins, 2000).

2. Floculacidn: Es la adhesion de las gotas sin fusionarse y una vez mas, no existe una variacion
en la distribucién del tamafio de gotas. Este proceso esta controlado por un equilibrio global
entre las fuerzas de atraccion electrostaticas de Van der Waals y repulsiones de tipo estéricas
y de hidrataciéon (Aranberri & Binks, 2006).

3. Coalescencia: Es la fusién de gotas para crear unas gotas mas grandes con la eliminacion de
parte de la interfase liquido/liquido. Ese cambio irreversible requeriria un aporte extra de
energia para restablecer la distribucidon de tamafio de particula original (Aranberri & Binks,
2006; Robins, 2000).

4. Maduracién de Ostwald: Se debe al crecimiento de las gotas mds grandes a costa de las mas

pequefias hasta que éstas ultimas practicamente desaparecen (McClements, 2005).

En general, el complejo proceso de la inestabilidad de las emulsiones suele ocurrir mediante la
combinacion de los cuatro posibles procesos que pueden suceder simultdneamente a diferentes

velocidades.
Emulsion inicial
o 3
IJ -
o |
o 3
— W d
@J
Creaming —Q?“M Floculacién
Sedimentacion
Ug o UU
el
Ostwald ripering Coalescencia

Figura 2. Mecanismos que contribuyen a la inestabilidad de las emulsiones

1.3.1. Elaboracién de emulsiones para microencapsulacion por spray drying

La elaboracion de las emulsiones es un proceso ampliamente utilizado en la industria alimentaria y
farmacéutica, una de sus aplicaciones es la microencapsulacién de compuestos lipidicos mediante
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spray drying (Sosa, Schebor, & Pérez, 2014). Este método permite trasformar la emulsién liquida en un
polvo fino que contiene al compuesto dentro de las particulas de polvo (Gharsallaoui, Roudaut,
Chambin, Voilley, & Saurel, 2007). Mediante el secado de estos compuestos presentes en una emulsién
se puede retardar la auto — oxidacidn, incrementar su estabilidad, controlar la libracién de compuestos
liposolubles o enmascarar sabores y/o aromas (Fang & Bhandari, 2012).

El secado por spray drying es una operacion unitaria mediante la cual un producto liquido se atomiza
en una corriente de aire caliente para producir instantdneamente un polvo. Para el secado de
emulsiones, previamente se necesita la formacidén de una emulsién de alimentacién estable durante
un cierto periodo de tiempo, las gotas de aceite deben ser pequenas y la viscosidad suficientemente
baja para evitar la inclusidn de aire en la particula (Jafari et al. 2008). Los parametros a considerar en
la formaciéon de la emulsidn son: Concentracién total de sélidos, contenido de aceite, viscosidad,
estabilidad, tamafio de las gotas y el método de emulsificacion (Nakagawa, Surassmo, Min, & Choi,
2011).

e Agentes encapsulantes

Una limitacién de la tecnologia de secado por spray drying es el nimero restringido de agentes
encapsulantes disponibles. Debido a que la mayoria de los procesos de encapsulacién con esta técnica
se lleva a cabo a partir de productos acuosos, el agente encapsulante debe ser soluble en agua (Gouin,
2004). Los materiales tipicos son:

Goma ardbica: Ha sido ampliamente utilizada como material de pared en la microencapsulacion de
aceites y sabores, debido a sus propiedades de superficie ya que posee aproximadamente un 2% de
proteina, alta solubilidad en agua, capacidad de formar soluciones de baja viscosidad a altas
concentraciones de sdlidos y su alta eficiencia de encapsulacién (Frascareli, Silva, Tonon, & Hubinger,
2012). Sin embargo, la goma ardbica tienen una capacidad de barrera limitada contra la oxidacidn
debido a que actla como membrana semipermeable y su permeabilidad al oxigeno es un factor
preponderante en el almacenamiento. Ademas, debido al costo de esta goma se han investigado otros
materiales de encapsulacion mas econdmicos (Bertolini, Siani, & Grosso, 2001).

Maltodextrinas: Proporcionan buena estabilidad a la oxidacidn en aceites encapsulados pero
presentan poca capacidad emulsionante y baja retencidn de sabores.

Proteinas (gelatinas y caseinato de sodio): Tienen la propiedad de formar peliculas, debido a sus

diversos grupos quimicos, sus propiedades anféteras, su capacidad de asociacién e interaccién con
diferentes tipos de sustancias, su alto peso moleculary la flexibilidad de sus cadenas moleculares. Sin
embargo, su uso es limitado debido a sus bajas solubilidades en agua y alto costo (Gouin, 2004).

e Agentes tensoactivos

Los agentes tensoactivos son moléculas anfipaticas que se caracterizan por tener un extremo polary
otro apolar, lo cual le proporciona propiedades importantes como la formacidn de agregados, auto —
asociarse en soluciones acuosas y adsorberse en interfases, por lo que el papel principal de los
tensoactivos en emulsiones es aumentar su estabilidad (McClements, 2005). Los mas empleados en la
industria alimentaria son los no iénicos como por ejemplo el tween 20 (polisorbato 20 6 monolaurato
de polioxietilen(20)sorbitano), el cual permite estabilizar emulsiones de aceite en agua (oil —in water,
O/W) (Lee, Ahn, & Kwak, 2013).



Los tensoactivos deben tener tres caracteristicas para mejorar la formacién y estabilidad de las
emulsiones: deben adsorberse rapidamente en la superficie de las gotas de la emulsion, se debe
reducir la tensidn interfacial en una cantidad significativa y deben formar una capa que evite la
agregacion de gotas. También hay que sefialar que la capacidad de los tensoactivos para formar
micelas en la fase continua de una emulsién puede tener un impacto negativo en la estabilidad, debido
a que inducen a la floculacién o facilita el transporte de moléculas de aceite entre las gotas
(McClements, 2005).

Un método para promover la estabilidad ha sido el uso de polimeros obtenidos de fuentes naturales,
como son las pectinas (Guo et al., 2014; Akhtar et al., 2002), capaces de producir emulsiones estables
a baja concentracion (1 — 2%). Las pectinas en condiciones controladas de pH, concentracidn, fuerza
idnica y temperatura forman soluciones viscoeldsticas y redes estructurales, ampliamente empleadas
en la preparacion de alimentos. Existe la hipdtesis que ésta propiedad y el alto contenido de grupos
acetilo promueve la alta viscosidad e hidrofobicidad de la pectina (Akhtar et al., 2002). El hecho de que
las pectinas mejoren la estabilidad de la emulsién aumentando la viscosidad de dicha emulsidn puede
llegar a ser un problema al pasarlo por el spray drying ya que presentan un limite de viscosidad que
pueden bombear y ademas, una viscosidad demasiado alta causa la inclusién de aire en las
microcapsulas y la obtencion de particulas de mayor tamano (Gharsallaoui et al., 2007).

El hecho de sustituir los agentes tensoactivos comerciales por compuestos que nos puedan
proporcionar las mismas propiedades pero que provengan de subproductos generados por la industria
agroalimentaria, como son las pectinas, hace que sea un avance tanto a nivel econédmico como
medioambiental.

2. OBJETIVOS

Este Trabajo de Fin de Grado se enmarca en la linea de investigacién relacionada con el
aprovechamiento de subproductos, desarrollada por el grupo de Ingenieria Agroalimentaria del
Departamento de Quimica de la Universidad de las Islas Baleares.

El objetivo general consiste en evaluar la estabilidad de emulsiones elaboradas con pectinas extraidas
de las pieles de las limas y compararlas con las elaboradas con tween 20 (agente emulgente comercial)
para su utilizacién a la hora de microencapsular compuestos mediante la técnica de spray drying.

Para alcanzar el objetivo general propuesto se han planteado los siguientes objetivos especificos:

e Llevar a cabo la extraccidn de las pectinas de la piel de lima mediante asistencia acustica
empleando ultrasonidos de potencia.

e  Realizar la caracterizacion fisicoquimica de las pectinas, principal tipo de polisacarido
extraido.

° Elaborar dos emulsiones, una obtenida empleando un agente tensoactivo comercial (tween
20) y la otra sustituyendo este agente por pectina de piel de lima. Evaluar las caracteristicas
de las emulsiones en relacidén a su uso para microencapsulacion por spray drying.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Materia prima

La materia prima, lima persa, se adquirié en mercados locales en Palma de Mallorca (Espaina). Para
el estudio se utilizaron Unicamente los subproductos de la lima después de extraer el zumo (ver Figura
3).

Figura 3. Lima Persa

3.2.Diseio experimental

En base a poder evaluar la estabilidad de las emulsiones con pectinas, la calidad de las pectinas en el
proceso de extraccidn, y por tanto para alcanzar el objetivo principal de este trabajo, primeramente
se obtuvo un concentrado de piel de lima mediante un proceso de secado, molienda y tamizado.

Seguidamente se realizd la extraccidn de pectinas asistida acusticamente utilizando acido citrico a pH
= 1.5. Se realizé la caracterizacién de las pectinas extraidas, para ello se determind el color, la
composicion de monosacdridos (azucares neutros y acidos urdnicos) y polisacaridos de los extractos
obtenidos y con la finalidad de conocer el tipo de las pectinas presentes en dichos extractos se
determind su grado de metilesterificacion.

Y por ultimo, se elaboraron dos tipos de emulsiones, unas con un agente emulgente comercial, tween
20 (emulsién control) y otra con un subproducto natural, las pectinas extraidas de las pieles de las
limas (emulsién pectinas). De dichas emulsiones se determiné la viscosidad, el creaming index y el
tamanio de particulas. En la Figura 4 se muestra un esquema del disefio experimental.

: Acondicionamiento
. / E—) E——) Humedad
A%

Color

Composicion de azicares

Caracterizacion . L
neutro y dcidos urdnicos

Extractos de
pectinas

Emulsiones Creaming Index

Tamafio particula

Grado de
metilesterificacidn

)
)
]
)
]

Figura 4. Esquema del disefio experimental
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3.3.Acondicionamiento y caracterizacion de la piel de lima

Con el objetivo de estabilizar y obtener un subproducto homogéneo, la materia prima se sometié a
un proceso de acondicionamiento. Se generd un concentrado de piel de lima (CPL) a partir de 30 limas
(1.130 Kg). Este procedimiento incluyo la extraccién del zumo, el secado, molienda y tamizado de la
muestra, procesos que se describen a continuacién.

En primer lugar, cada lima se cortd de manera transversal y se extrajo el zumo con un exprimidor
automatico (Fagor, Espafia). Cada una de las mitades de piel se corté en cuatro partes y se sometio a
un proceso de secado en un secadero convectivo de vegetales a escala piloto a una temperatura de 50
+ 2°C y a una velocidad de aire de 0.5 £ 0.1 m/s hasta peso constante.

Posteriormente, la muestra se molié (ZM 200 — Retsch®, Alemania) y se tamizd, seleccionando un
tamanio de particula < 0,05 mm (Ver figura 5). Todo el procedimiento descrito se realizd con el objetivo
de estabilizar y obtener una materia prima homogénea adecuada para la extraccién de pectinas.

Figura 5. Concentrado de piel de lima (CPL)

Finalmente, la muestra tamizada se envasé al vacio (EVT — 10, Tecnotrip, Espafia), en bolsas de
peliculas de poliamida/polietileno 20/70 con permeabilidad al 0, 2,58 x 107 mol m? st 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 lima (CPL) fue la materia prima utilizada para
llevar a cabo las extracciones de pectinas.

3.3.1. Determinacién de la humedad inicial del concentrado de piel de lima

Para determinar el contenido de humedad del concentrado de piel de lima (CPL) se siguid 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 70 + 2°C hasta peso
constante (aproximadamente 24 horas). A partir de la variacion del peso se calculé el valor del
contenido de humedad y el resultado se expresé en gramos de agua/100g de CPL en base himeda
(b.h).

3.4.Extraccion de las pectinas del concentrado de piel de lima

La extraccién de las pectinas se llevé a cabo con un procesador de ultrasonidos UP400S (Hielscher
Ultrasound Technology, Alemania) con una frecuencia de 24 kHz al cual se le acoplé una sonda (14 mm
y una longitud de 100 mm). Se utilizé un vaso encamisado de 250 mL de capacidad conectado a un
bafio termostatico (Selecta, Tectron Bio, Espafia), la temperatura se mantuvo a 25 + 2°C durante la
extraccién. Como disolvente de extraccion se utilizé una disolucidn de acido citrico a pH = 1.5. En el
proceso de extraccion se utilizé una relacién de CPL/disolvente de 9/300 (p/v, g/mL) durante 30 min.
Las condiciones experimentales establecidas fueron de 100% de amplitud y ciclos de 0.5 s. Este proceso
se llevé a cabo tres veces para obtener la cantidad de pectinas necesaria.

12



Después de la extraccién se procedid seglin la metodologia propuesta por Panchev, Kirtchev, &
Kratchanov, (1989) y Canteri - Schemin et al., (2005). Se filtré la mezcla de acido citrico con CPL a través
de una malla con un tamafio de abertura de ~ 0,7 mm. El sélido se descartd y el filtrado liquido se
traté con dos veces su volumen de etanol 96% con el objetivo de precipitar las pectinas y se
homogenizé con un agitador magnético a 1100 rpm durante 10 min. Finalmente se centrifugd a 3900
rpm (4218, ALC, Italia) durante 20 min para precipitar las pectinas. El extracto se separé por filtracion
al vacio utilizando filtros Whatman GF/C (filtros de microfibra de vidrio, libre de celulosa) de 90 mm.
Se lavo 2 veces con 40 mL de etanol 96% y una vez con 50 mL de acetona.

Las pectinas se secaron en una estufa a una temperatura de 50 + 2°C durante 24 horas.
Posteriormente, se molieron (A10, IKA Werke, Alemania) y se tamizaron (FIT — 0200, Filtra, Espafia),
seleccionando un tamafio de particula < 0,035 mm. El rendimiento se calculé como gramos de pectinas
extraidas por 100 g de concentrado de piel de lima (CPL) en base seca sometida a la extraccion.

3.4.1. Determinacién de la potencia del equipo de ultrasonidos. Estudio
calorimétrico

Con el objetivo de establecer la densidad acustica (W - L) suministrada al sistema, se procedié a
realizar una calibracion por calorimetria. Esta metodologia consiste en la determinacion del
incremento de temperatura del disolvente de extraccion que tiene lugar durante los primeros minutos
de la aplicacion 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 minutos de
aplicacion de US, mediante una sonda de 22 mm (N2014, Comark, Korea). El célculo de la densidad
acustica se realizd empleando la Ecuacion 1 (Sivakumar & Pandit, 2001), a partir de la curva de
temperatura — tiempo determinada experimentalmente por triplicado.

. L. dT
Ecuacion 1. Densidad acustica = s Cp-m

Donde:
e C,: Capacidad calorifica (4305] - Kg™! - K~! a 25°C)
e  dT: Diferencial de temperatura (°C)
e  dt: Diferencial de tiempo (s)
e m: Masa del disolvente (Kg)

3.5.Caracterizacion de las pectinas
3.5.1. Determinacién de color

La determinacion fisica del color de las pectinas extraidas se realizé una vez molidas y tamizadas
utilizando un espectrofotémetro (CM5, Konica Minolta, Japdn) con componente especular excluido,
iluminante D65, una apertura de 30 mm y un observador con un angulo de 10°. Se utilizaron las
coordenadas CIELab* (Wang et al., 2015); determinandose los valores de L* (luminosidad), a* (define
la desviacidn del punto acromatico hacia el rojo si a*> 0, hacia el verde si a*< 0) y b* (define la
desviacidon hacia el amarillo si b*> 0, hacia el azul si b*< 0) (Drake & Drake, 2011).

La diferencia total de color (AE) (Ecuacidn 2) (Patsilinakos, Ragno, Carradori, Petralito, & Cesa, 2018),
se calculé utilizando como referencia el color blanco. Siendo L, a, y b, los valores correspondientes
al color blanco en el espacio CIELab* (L, = 100;a, = 0; b, = 0) (Pérez et al., 2016).

Ecuacion 2. AE = /(L' — Lg)? + (a* — a,)% + (b* — b,)?
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3.5.2. Identificacion y cuantificaciéon de azdcares

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

Se pesaron aproximadamente 5 mg de cada una de las muestras, se mezclaron con 200 pL de H,SO4
12M (equivalente al 70% v/v) y se incubaron a temperatura ambiente durante 3 horas. A continuacion,
se adicionaron 2.2 mL de agua destilada (concentracion final de H,SO4 1M) y se incubaron en un bloque
seco a 100°C durante 2,5 horas produciéndose asi la hidrdlisis total de los diferentes tipos de azucares.
Para la determinacién de los acidos urdnicos, el proceso de hidrdlisis es igual, pero la fase de
incubacién a 100°C sélo se realizé durante 1 hora.

° Determinacion de azlicares neutros

Una vez llevada a cabo la hidrdlisis, se afiadié 200 uL de 2 — deoxyglucosa (1 mg - mL) 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 neutralizd con 200 pL de NH; al 25% y se mezclé con 100 pL
de NHs 3M que contenia NaBH, al 15% p/v como agente reductor, asi se consiguio la rotura de los
ciclos que presentan los azlcares en su estructura y su paso a alditoles por reduccion del grupo
aldehido a alcohol. Posteriormente, las muestras se incubaron durante 1h a 30°C. Una vez enfriadas
se afnadio 50 L de acido glacial, 450 plL de 1 — methylimidazol, como catalizador, y 3 mL de anhidrido
acético, se homogeneizd e incubd a 30°C durante 30 minutos. De esta forma se consiguié el paso a
alditol acetatos, compuestos detectables mediante cromatografia de gases. Estos compuestos se
extrajeron con diclometano. La fase organica, la cual contenia los alditoles acetatos se separd
mediante centrifugacién, para posteriormente eliminar la fase acuosa por aspiracion. Finalmente, el
diclorometano se evaporé mediante una corriente de argdn a 40°C.

Los azlUcares neutros, derivatizados y convertidos en sus correspondientes alditoles acetatos, se
separaron isotérmicamente a 220°C mediante cromatografia de gases. Se utilizé una columna capilar
DB —225 (J &W Scientific, Folsom, CA, USA) de 30 m de longitud con un didmetro interno y un espesor
de 0,25 mm y 0,15 um, respectivamente. Se utilizd argén como gas portador con un caudal de 20
mL/min. Las temperaturas del inyector y del detector FID se programaron a 220°C y 230°C,
respectivamente.

° Cuantificacion de 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 4cido galacturdnico disuelto en
agua destilada se utiliz6 como patrén para la determinacién de la recta de calibrado (rango de
concentracién de la recta 0 — 80 pg de acido galacturénico/mL).

Para la obtencidon de la recta de calibrado se introdujeron tubos de ensayo, en un bafio de agua-hielo,
se afnadié a cada tubo 3 mL de una disolucion 50 mM de borato de sodio en H,SO4 concentrado,
seguidamente se adicionaron, 0.5 mL de la disolucion estandar de acido galacturénico y se incubaron
durante 10 min a 100°C. Seguidamente, se introdujeron durante 2 min en un bafio de agua-hielo y se
les afadié 100 pl 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 galacturdnico dando una tonalidad rosada a la disolucidn. Pasados unos
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30 min se leyé la absorbancia de cada uno de los tubos con un espectrofotémetro UV visible (UV-2401
PC, Shimadzu, Japdn) a 524 nm y se obtuvo la recta de calibrado.

Para la determinacion de los acidos urdnicos presentes en las diferentes muestras se procedio de
forma andloga, introduciendo 0.5 mL de hidrolizado de cada una de las muestras en lugar de la solucidn
estdndar de acido galacturdnico. 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 por duplicado.

e  Composicion en polisacaridos: celulosa, hemicelulosa y pectinas

Considerando la composicion de los polimeros presentes en la pared celular, se calculé de forma
aproximada la proporcion de pectinas, celulosa y hemicelulosa de los extractos a partir de las Ecuacién
3 (Gonzalez-Centeno, 2013).

. Rh A Gal]+[UA
Ecuacién 3. % Pectinas = L a]+’[ rajl+(Gall+[UAl 4 g0
Azucares totales
0,9-[Glc
Ecuacion 4. % Celulosa = 4 00
Azlcares totales
. Fuc]+[Xyl]+[Man]+0,1-[Gl
Ecuacién 5. % Hemicelulosa = Pt Man+0.L1Gld 4 g

Azucares totales
° Estructura de las pectinas

Con el objetivo de tener una visidn clara sobre la disposicidn estructural que presentan las pectinas,
se calcularon tres ratios molares. Se dividié el contenido en moles de los acidos urdnicos entre el resto
de azlcares que componen a las pectinas (ramnosa, galactosa y arabinosa), lo cual permite conocer la
linealidad de las pectinas extraidas (Ecuacidn 6). Las cadenas de ramnogalacturonanos (RG) son las
mas frecuentes en las pectinas y considerando que estan unidas a la cadena principal por unidades de
ramnosa, la division entre el contenido en moles de acido urdnico y ramnosa serd inversamente
proporcional a la cantidad de cadenas (Ecuacidn 7). La longitud de las cadenas se calculé dividiendo el
contenido en moles de galactosa mas arabinosa entre los moles de ramnosa (Ecuacién 8) (Kaya et al.,
2014; Wang et al., 2015) (Figura 6).

- . . _ [UA]
Ecuacién 6. Linealidad = TRbalF[Gall+[ATa]
.. . [UA]
Ecuacion 7. Cantidad de cadenas = —
[Rha]
3 . Gal]+[Ara
Ecuacién 8. Longitud de cadenas = %
Numero de cadenas
Ramnogalacturonano | . @ Acido galacturonico
Longitudde @ caactosa
cadenas 0 Ramnosa
Homogalacturano O Arabinosa
N T /
Linealidad

Figura 6. Linealidad, cantidad de cadenas y longitud de cadenas de las pectinas
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3.5.3. Determinaciéon del grado de metilesterificacién (GME)

Otro parametro importante para la caracterizacién de las pectinas es el GME, el cual se determiné
mediante espectroscopia infrarroja (FTIR) siguiendo el método descrito por Manrique & Lajolo (2002).

Para ello, se mezclé 5 mg de pectinas y 10 mg de KBr. Se elabord una pastilla con la ayuda de la prensa
hidraulica y se analizé por FTIR (IFS 66, Bruker, Estados Unidos) de resolucidn 3 cm™. De esta forma se
obtuvo el espectro con las diferentes bandas que presentan las pectinas.

El GME se determiné calculando la relacién entre el area del pico correspondiente a la vibracién de
los grupos carboxilo metilesterificados y la suma de ésta area mas el drea correspondiente a la
vibracién de los grupos carboxilo libres (ver Ecuacién 9). Dicha relacidon se sustituyd luego en la
ecuacion propuesta por Manrique & Lajolo (2002) (Ver Ecuacién 10).

Ecuacion 9. = A
A1740+A1630
Ecuacion 10. GME = 124,7R + 2,2013

Donde Aj740 Y A1s30 representan las intensidades de absorbancia de las bandas a 1740 cm™ (grupos
carboxilo metilesterificados) y 1630 cm™ (grupos carboxilo libres). Los espectros se realizaron por
triplicado.

3.6.Emulsiones
3.6.1. Elaboraciéon de emulsiones

Se elaboraron dos tipos de emulsiones que se diferenciaron en que una presentaba Tween 20 y otra
pectinas. Cabe destacar que las pectinas son capaces de producir emulsiones estables a baja
concentracioén, en torno a un 1 — 2% (Alba, Sagis, & Kontogiorgos, 2016 ). En la siguiente tabla se
muestra la composicién de cada emulsion (ver Tabla 1).

Tabla 1. Composicion para la elaboracion de las emulsiones

EMULSION CONTROL EMULSION PECTINAS
Agua (%) 60.00 60.00
Maltodextrina (%) 35.86 35.00
Aceite de girasol (%) 4.00 4.00
Tween 20 (%) 0.14 -
Pectina de piel de lima(%) - 1.00

° Emulsién control: Aceite — agua — tween

La emulsién se prepard en dos partes: Por un lado, se disolvié la maltodextrina en un 85% del agua
correspondiente a la formulacién descrita en la Tabla 1, agitando magnéticamente y a 40°C, hasta su
total disolucién. Una vez disuelta, se enfrié hasta alcanzar los 35°C. Por otro lado, al resto del agua se
afiadio el tween 20y se homogeneizd en el ultraturrax a 16000 rpm. Seguidamente se afiadié el aceite
y se siguid con el ultraturrax durante 12 min. A continuacién, con cuidado se eliminé la espuma
formada, se juntaron las dos partes y se agitd a 200 rpm durante 2 min.

° Emulsion pectinas: Aceite — agua — pectinas

La emulsion se prepard disolviendo la maltodextrina en un 100% del agua, agitando magnéticamente
y a 40°C, hasta su total disolucion. Se afiadié las pectinas y se homogeneizé hasta su total solubilizacion
(aproximadamente 15 min). Posteriormente, la mezcla se colocé en el ultraturrax a 16000 rpm durante
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8 min. Y finalmente, se agregé el aceite y se mantuvo la agitacién durante 10 min mas, teniendo la
mezcla refrigerada en un bafio agua — hielo (Hernandez Sanchez, Cuvelier, & Turchiuli, 2015).

3.6.2. Caracterizacion de las emulsiones
3.6.2.1. Determinacioén de la viscosidad

Las medidas de viscosidad se realizaron con un viscosimetro rotacional (STS — 2011, Selecta, Espaiia)
sobre un volumen de muestra de 250 mL a una temperatura de 25°C. Se hizo uso de un husillo de tipo
R2 a una velocidad de 60 rpm. Este equipo, mide electrénicamente el dangulo de desviacién del eje
dando el valor de la fuerza de torsidn, a partir de este dato y de la velocidad, el equipo calcula
directamente la viscosidad en centipoise (cp). Esta medida se realizé por triplicado.

3.6.2.2. Determinacion del Creaming index

La estabilidad de la emulsidn se midié mediante el método descrito por Verkempinck et al. (2018).
Se vertid la emulsidn en una probeta de 10 mLy se dejoé reposar a 25°C durante aproximadamente 15
h. El creaming index se calculd a través de la siguiente férmula (Ecuacién 11):

Ecuacién 11. Creaming index (CI) = % -100

Siendo, TH la altura total de la emulsién y SH, la altura de la fase formada en la parte inferior de la
probeta. Cuanto mayor sea el valor del Creaming index menos estable sera la emulsidn. Esta medida
se realizo por triplicado.

3.6.2.3. Determinacién del tamafio de particula

Para evaluar la estabilidad de las emulsiones se determiné el tamafio de las gotas de aceite mediante
microscopia éptica (BX60, Olympus, Espafia) y andlisis de imagen (Imagel versién 1.80, Creative
commons license). Cada emulsién se diluyé en agua en una proporcion 3:20 uL (emulsién:agua). A
continuacién, se afiadieron dos gotas de muestra sobre el portaobjetos y se cubrié con el cubreobjetos.
Se colocd el portaobjetos sobre la patina sujetdndola con las pinzas metdlicas y se tomaron fotos a
tiempo 0 (inmediatamente después de la preparacion de la emulsidn), 1.5h, 3h y 72h. Se adquirieron
como minimo, 20 fotos por muestra y se analizaron 500 particulas. Las emulsiones se conservaron en
nevera a una temperatura de 4°C. A partir de las fotografias se realizé el analisis de imagen,
determinandose el tamafio de particula.

Para describir las distribuciones del tamafio de particula se calcularon los percentiles 10, 50 y 90 (d10,
d50 y d90 respectivamente). De tal forma que d50 representa el valor medio del tamafio de gotas de
aceite. A partir de estos datos se calculé un parametro de amplitud de la distribucidn (span) que
permite tener una medida del grado de dispersion de los datos alrededor de la mediana (Ecuacién 12)
(Shamaei et al., 2017)

dso
dgo—d1o

Ecuacién 122. Span =

3.7.Tratamiento estadistico

Los resultados experimentales correspondientes a la caracterizacion de las pectinas y a la viscosidad
y creaming index de las emulsiones, se presentaron como la media + desviacién estandar de las “n”
mediciones realizadas (como minimo 3). El estudio de la variabilidad de las muestras respecto a los
diferentes pardmetros analizados en la comparacién de emulsiones se llevd a cabo con ayuda del
programa estadistico R (version 3.5.3., R Foundation for Statistical Computing, Austria). Se evalué la
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normalidad y homogeneidad de varianza de los datos para las variables en estudio utilizando el Test
de la t de Student para determinar si hay diferencias significativas (95% de significancia). En caso de
no ser normales y/o no tener varianzas homogéneas este test se sustituyé con el test Mann — Whitney
— Wilcoxon.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se presentan y discuten los resultados obtenidos en este trabajo. En primer lugar
se presentan los resultados relacionados con la obtencidn de pectinas a partir del concentrado de piel
de lima mediante extraccién asistida acusticamente y su caracterizacion fisicoquimica. Seguidamente,
se presentan los resultados relacionados al uso de pectinas como sustituto de tween 20. Se evalué la
estabilidad de las emulsiones mediante la determinacién de los siguientes parametros: viscosidad,
creaming index y tamano de particula.

4.1.Caracterizacion del concentrado de piel de lima
4.1.1. Determinaciéon de la humedad del concentrado de piel de lima

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 concentrado de piel de lima segun la
metodologia descrita en el apartado 3.3. El contenido en humedad de la piel de lima fue de 71.9 +
2.8% b.s., después del secado se obtuvo un concentrado de piel de lima (CPL) con un contenido de
humedad del 9.45 + 0.13% b.s. El bajo contenido de humedad del CPL le confiere estabilidad, lo que
indica que el acondicionamiento realizado fue adecuado y que es una materia prima apropiada 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).

4.2.Caracterizacion de la sonda de ultrasonido

La densidad de la potencia acustica generada por la sonda de ultrasonidos de 22 mm de diametro,
se determind mediante calorimetria (apartado 3.4.1). La densidad acustica obtenida fue de 217.6 +
17.3W L%

4.3. Rendimiento de extraccion

Se obtuvo un rendimiento de extraccion de pectinas del 71.3 + 6.3 g /100 g de CPL b.s.

Al comparar con estudios anteriores sobre la extraccién de pectinas por ultrasonidos a partir de
subproductos de citricos, tenemos que el rendimiento obtenido por Wang et al. (2015) fue de 27.34 g
de extracto rico en pectina/ 100 g piel de pomelo b.s. con 56 min de extraccién a 67.7°C utilizando una
solucion de HCI (pH 1.5) mientras que F. Oliveira et al. (2016) obtuvieron un rendimiento de 12.67 g
de extracto rico en pectina/ 100 g de piel de maracuya b.s. con 10 min de extraccién a 85°C utilizando
una solucién de acido nitrico (pH 2). Tal y como se puede observar, los rendimientos obtenidos son
menores que los obtenidos en el presente trabajo, a pesar de utilizar temperaturas mayores;
posiblemente esto sea consecuencia del acondicionamiento previo del subproducto, la intensidad de
la potencial del ultrasonido, las condiciones del proceso de extracciéon, la materia prima y el tipo de
solvente de extraccion.
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4.4.Caracterizacion de las pectinas
4.4.1. Determinacidén de color

Segun la FAO (2009), las pectinas comerciales presentan un color blanco, amarillento, verdoso o
marron. La fibra alimentaria, y por tanto las pectinas, no son coloreadas en la naturaleza, sino mas bien
blancas. Sin embargo, en las paredes vegetales se encuentran pigmentos organicos que pueden ser
extraidos junto a las pectinas. Las frutas y vegetales de colores amarillos y verdes suelen ser ricas en
flavonoides y carotenoides; en limas se pueden encontrar los citroflavonoides.

Los resultados obtenidos en la determinacién fisica del color de las pectinas, en el espacio de color
CIELab*, se presentan en la Tabla 2. Los valores negativos de “a” y positivos de “b” indican una
coloraciéon verde —amarilla con una “L” préxima a 100 por tanto, una pectina con un color blanquecino.
La presencia de color de las pectinas podria indicar que en el proceso de extraccion ademas de pectinas
podrian haberse extraido otros compuestos coloreados presentes en la piel de lima o bien por posibles
reacciones de pardeamiento (Wang et al., 2015). En este trabajo, el proceso de extraccion se llevé a
cabo a baja temperatura (25°C) por lo que no deberia esperarse este tipo de reacciones, sin embargo
al aplicar ultrasonido de potencia se puede observar un incremento local de la temperatura y a pesar
de que durante todo el experimento se controld la temperatura del sistema de extraccion, es probable

gue en puntos mas cercanos a la sonda la solucidn se calentara.

Se calculé la diferencia de color (AE) respecto al color blanco. El hecho de obtener un valor superior
a cinco hace que sea detectable por el ojo humano y por tanto, proporcione un suave color a la
emulsion, que en ciertas aplicaciones puede ser interesante (Janiszewska et al., 2015).

Tabla 2. Parametros de color medidos para los extractos

L a* b* AE
85.47 + 0.16 -0.71 + 0.04 16.27 + 0.09 21.83 + 0.06

4.4.2. Composicion de monosacaridos de los extractos

El contenido de los azucares, unidades bdsicas que componen las pectinas y demas polisacaridos, se
muestran en la Tabla 3. En dicha tabla se presentan los resultados obtenidos en este trabajo y valores
bibliograficos de estudios similares. Como puede observarse los dacidos urdnicos fueron los
monosacaridos mas abundantes. También se detectaron cantidades importantes de glucosa,
arabinosa, galactosa y xylosa en este orden, y pequefas cantidades de ramnosa y manosa.

El elevado contenido en glucosa podria indicar que la aplicaciéon de energia acustica posibilita la
extraccién de polisacaridos no pécticos que contienen glucosa en su estructura, tales como
hemicelulosa y/o celulosa, o bien que parte de los aztcares simples han quedado retenidos en la
estructura durante la extraccidn. Esto explica que hayamos obtenido unos rendimientos tan elevados.
Dicho perfil de monosacaridos es similar a los reportados por Wang et al. (2015) y Wang et al. (2016)
quienes obtuvieron extractos ricos en pectinas a partir de citricos mediante la aplicaciéon de
ultrasonidos. En los resultados obtenidos por estos autores se observa que el efecto de la potencia
acustica dependié del tiempo de extraccidon ya que a mayor tiempo de extraccidon se produjo un
aumento significativo del contenido de glucosa, posiblemente debido a la extraccién de hemicelulosa.
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Tabla 3. Composicion de monosacaridos de los extractos (expresado en % molar) comparandola con valores
bibliograficos

T=25°C T=67.7°C T=67°C
pH = 1.5 A. citrico pH = 1.5 HCI pH = 1.5 HCI
Tiempo =30 min Tiempo =56 min Tiempo =28 min
% Molar % Molar
Monosacarido % Molar (Pectinas de (Pectinas de
pomelo (Wang et pomelo (Wang et
al., 2015) al., 2016)
Ramnosa 1.58 4+ 0.06 7.58 £ 1.03 7.23 1+£0.54
Fucosa 0.41 £+ 0.06 0.89 + 0.30 0.75 £+ 0.06
Arabinosa 166+ 1.1 12.72 £ 3.21 14.76 + 0.74
Xylosa 4.48 £+ 0.09 2.73+0.42 3.04 £0.11
Manosa 2.791+0.14 0.98 + 0.27 2.57 £0.19
Galactosa 49+ 0.5 14.25 + 2.47 11.87 £ 0.91
Glucosa 2261+ 0.4 10.82 + 1.42 2.42 +0.02
A.urénicos 46 + 2 50.03 + 1.18 56.39 + 2.56

4.4.3. Composicion de polisacaridos de los extractos

En la Figura 7 se representa la proporcion aproximada de pectinas, celulosa y hemicelulosas de los
extractos obtenidos, calculada a partir de la composicién porcentual en azlicares simples de la Tabla
3, segln las ecuaciones 3, 4 y 5 respectivamente.

Las pectinas fueron el componente mayoritario en los extractos, representando el 70%. Ello se
deduce del elevado contenido en acidos urénicos (46,5% molar) que presentaron, asi como de la
concentracién intermedia de arabinosa (16.64% molar), y de la presencia, en menor medida, de
galactosa (4.9% molar) y ramnosa (1.58% molar) (Tabla 3). La celulosa, con un porcentaje de 20%,
constituyd el segundo polisacdrido mas abundante en los extractos. Por ultimo, los heteropolisacaridos
englobados dentro del grupo de las hemicelulosas fueron los minoritarios con un porcentaje de un
10%.

=

m Celulosa ® Hemicelulosa

Pectinas

Figura 7. Composicion en celulosa, hemicelulosa y pectinas de los extractos
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Por otra parte, se obtuvo un 33.3 + 1.0 g de pectinas en 100 g de lima, dato muy préximo a los niveles
tipicos de pectina en cascara de citricos que es de un 30 g de pectina en 100 g de lima (Sriamornsak,
2003). Autores como Moneim et al., (2013) obtuvieron un 20.75 g de pectinas en 100 g céscara de
limén mediante el método tradicional con 24 horas de extraccién a temperatura ambiente y utilizando
como solvente de extraccidn acido clorhidrico a pH 3.5.

4.4.4. Estructura de las pectinas

La presencia mayoritaria de acidos urdnicos indica que las pectinas estan principalmente formadas
por cadenas de homogalacturonano (HG); mientras que la presencia de ramnosa, arabinosa y galactosa
pueden indicar que contenian también cadenas laterales de ramnogalacturonano (RG) (Willats, Knox,
& Mikkelsen, 2006). Se calcularon tres ratios molares que permiten conocer de forma aproximada las
caracteristicas estructurales de las pectinas como puede ser: la linealidad (Ecuacién 6), el nimero de
cadenas laterales (Ecuacién 7) y la longitud de las cadenas (Ecuacién 8). En la tabla 4 se presentan los
valores obtenidos en este trabajo.

Tabla 4. Estructura de las pectinas extraidas

Linealidad 2.0+0.2
Cantidad de cadenas 29.45 + 0.11
Longitud de las cadenas 13.7+ 1.6

Se puede observar que los valores de linealidad de las pectinas obtenidos en este trabajo son
similares a los valores bibliograficos. Wang et al. (2016) obtuvieron valores de linealidad de 1.46
(extraccion con ultrasonidos, HCl a pH 1.5, 65°C y 28 min) y 2.52 (sin ultrasonidos, HCl a pH 1.5, 80°C y
90 min), en pectinas extraidas de piel de pomelo.

Respecto a la cantidad de cadenas de las pectinas, es importante destacar que la manera de expresar
los resultados puede ser como en nuestro estudio, o bien la inversa de dicho valor. El valor obtenido
en este trabajo concuerda con los valores descritos por Kaya et al., (2014). Dichos autores
determinaron valores de cantidad de cadenas entre 25 y 57, dependiendo de la materia prima de la
cual se extraen las pectinas (pomelo y limdn, respectivamente) y tipo de solvente empleado para la
extraccion. El valor de la cantidad de cadena varié desde 35 al emplear acido nitrico (pH 1.6), a 50 al
emplear acido oxalico (pH 3.5) para pectinas procedentes de lima. Esto indica la importancia del tipo
de 4dcido empleado en el proceso de extraccion.

Respecto a 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 lima (10.22) utilizando el método
convencional usando acido nitrico a pH = 1.6 y a una temperatura de 70°C durante siete horas.

Estos resultados indican que los usos de los ultrasonidos permiten mejorar el rendimiento de la
extraccién de pectinas manteniendo las caracteristicas estructurales de las mismas.

4.4.5. Grado de metilesterificacién (GME)

La funcionalidad de las pectinas como agentes gelificantes y estabilizantes en la industria alimentaria
estd intimamente relacionada con su estructura quimica. Dependiendo del grado de
metilesterificacion (GME), las pectinas pueden clasificarse como pectinas de alto metoxilo (HMP) con
GME mayor al 50% y de bajo metoxilo (LMP) con GME menor al 50% (Willats, Knox, & Mikkelsen, 2006).

Los resultados experimentales correspondientes al GME de las pectinas es de 92.3 + 0.9%. Por tanto,
se podria clasificar a las pectinas extraidas como de alto metoxilo (HMP). Como se menciond en el
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apartado de introduccidn, son capaces de formar geles en elevadas concentraciones de azucar (65% o
superiores) y pH bajos; por lo tanto se utilizan en la industria para la elaboracion de geles dulces,
mermeladas o para la estabilizacidon de emulsiones.

En los espectros FTIR (Figura 8) las bandas de particular importancia para la determinacién del grado
de metilesterificacion son aquellas que aparecen alrededor de 1630 cm™y 1750 cm™ y son indicadoras
de grupos carboxilos libres y esterificados, los cuales son utiles para la identificacion de pectinas de
alto y bajo metoxilo (Manrique & Lajolo, 2002). Este espectro muestra un alargamiento pronunciado
a 1625 cm™ que corresponde a la banda de vibracién de tensién simétrica del grupo COO", mientras
que la banda que aparece a 1753 cm™ corresponde a los grupos carbonilos de los grupos COOH y de
los grupos acetilos (COOHCHs) de la pectina. La presencia de ambas bandas confirma la presencia de
pectina de alto metoxilo.

Por otro lado, la amplia y fuerte banda de absorcién que aparece en torno a 3460 cm™ corresponde
a la vibracién de O — H debido a los enlaces inter e intramoleculares de hidrégeno localizados en la
cadena principal del 4cido galacturdnico, y el pico a 2966 cm™ puede ser causada por las vibraciones
de estiramiento C—H de los grupos —CH, en la pectina (Venzon et al., 2015). La capacidad emulsionante
depende en parte de la cantidad de grupos hidréfobos. Cuanto mayor sera la cantidad de dichos grupos
en las pectinas, mayor es la capacidad emulsionante que tiene (Yang et al., 2018). Por lo tanto, en
nuestro estudio, el pico de absorciéon a 1753 cm™ indica que la pectina contiene un contenido
relativamente alto de grupos hidréfobos.
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Figura 8. Espectro FTIR

4.5.Caracterizacion de las emulsiones

La estabilidad de una emulsién describe su capacidad para resistir cambios en sus propiedades con
el tiempo. Esta depende de factores como tamafo de particula, diferencia de densidades entre las
fases, la viscosidad de la fase continua y de la emulsidn, las cargas de las particulas, propiedades del
tensoactivo, y las condiciones de almacenamiento (temperatura, agitacién, vibracién, dilucién o
evaporacion).

4.5.1. Determinacion de la viscosidad

A continuacion, en la Tabla 5 se muestran los valores de viscosidad obtenidos para las emulsiones
elaboradas con tween 20 y pectinas. Si bien se observan diferencias significativas en la viscosidad,
ambas emulsiones presentan valores inferiores a 300 cp. Este aspecto es importante para prevenirla
inclusion de aire en las microcapsulas durante el proceso de secado por spray drying (Gharsallaoui et
al.,2007). Es importante destacar que el porcentaje de pectina que se puede adicionar a una emulsién
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estd entre 1-2%, esto se debe a que a concentraciones mayores se obtienen emulsiones con elevada
viscosidad (Alba, Sagis, & Kontogiorgos, 2016).

Tabla 5. Viscosidad de las emulsiones elaboradas. Letras diferentes indican diferencias significativas p < 0.05

Emulsién con Tween 20 Emulsién con pectinas
Viscosidad (cp) 3000+ 1.0a 37.0+26b

La ventaja del uso de pectinas es que son capaces de estabilizar emulsiones a baja concentracidn
pero eso conlleva un aumento de la viscosidad de la emulsidn (Guo et al., 2014). Esto puede llegar a
ser un problema al pasarlo por el spray drying ya que presenta un limite de viscosidad (300 cp) debido
a que puede afectar a la capacidad de bombeo de la emulsion hacia el atomizador (Gémez-Cruz &
Jiménez-Murgia, 2014). Ademas, una emulsidn de alta viscosidad tiende a causar mas agregacion y
deposicién en la cdmara de secado lo que hace que el secado sea dificultoso y se obtengan
rendimientos mas bajos.

4.5.2. Determinacién del Creaming Index

Otro pardmetro para determinar la estabilidad de las emulsiones es el creaming index, que se calculé
mediante la Ecuacidn 11 en el apartado 3.6.2.2. y cuyos datos se muestran en la Tabla 6.

Se puede observar diferencias significativas en la estabilidad dependiendo el agente emulsificante
utilizado. En la bibliografia no hay un consenso respecto al tiempo que se debe dejar reposar la
emulsion para determinar este parametro. En este trabajo se determind el creaming index a las 15 h;
las emulsiones con pectina presentaron un menor valor de creaming index que las emulsiones con
tween 20 (tabla 6), lo cual indica que las emulsiones con pectinas son mas estables en tiempos
prolongados. Este hecho es importante para los objetivos de nuestro trabajo, ya que seria til a nivel
industrial poder tener emulsiones estables para su posterior procesado mediante spray drying.

Tabla 6. Creaming Index de las emulsiones elaboradas al cabo de 15h. Letras diferentes indican diferencias significativas

p < 0.05
Emulsién con Tween 20 Emulsién con pectinas
Creaming Index (%) 945+ 0.3a 68.1+0.5b

Los valores de creaming index (Cl) obtenidos en este trabajo son similares a los bibliograficos.
Maravié et al., (2019) determinaron los valores de Cl a las 24 h en diferentes emulsiones, obteniendo
valores desde 70 — 74% en emulsiones preparadas con fibra de remolacha, 86% en emulsiones
preparadas con pectinas de remolacha y 90% en emulsiones con almidén modificado. En este estudio
atribuyen principalmente la mayor estabilidad de las emulsiones elaboradas con fibra de remolacha al
aumento de la viscosidad (ley de Stokes), lo cual concuerda con nuestros resultados, ya que la emulsion
preparada con pectina presenta mayor viscosidad que la preparada con tween 20, y por lo tanto evita
la migracidn de las gotas de aceite hacia la superficie. Ademas, la formacidon de una matriz compleja
de polisacaridos, podrian actuar como estabilizadores estéricos para las gotitas de aceite, por este
motivo la emulsién con pectina presenta un menor valor de Cl.

4.5.3. Determinacion del tamafio de particula

El tamafio de las gotas de aceite de las emulsiones es un parametro importante para medir su
estabilidad, ya que el aumento en el tamafio medio de las particulas se deben a la floculacién, la
coalescencia o la maduracién de Ostwald (McClements, 2007). Por lo tanto, la distribucion del tamafio
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de las gotas de aceite en las emulsiones se determind para evaluar el efecto de las pectinas sobre la
estabilidad de la emulsidn.

En este trabajo se propone el uso de microscopia dptica y analisis de imagen para determinar el
tamanfio de las gotas de aceite presentes en las emulsiones. El analisis de imagen estd siendo cada vez
mas utilizado, ya que permite obtener informacidn cuantitativa.

Las fotografias del microscépico dptico se analizaron mediante el uso de una metodologia de
procesamiento de imagen automatico, basada en el software ImageJ 1.8 (Creative commons license).
El andlisis de imagen consistid en el escalado, el cual permite relacionar una longitud conocida con un
numero de pixeles; seguidamente se realizé la transformacion de la imagen a color en escala de grises
mediante la opcidn “8 bits”. Posteriormente se hizo una transformacién binaria y se aplicé la opcidn
“threshold” que delimita el perimetro de las gotas. Luego, mediante la opcion “fill holes”, se rellenaron
los huecos de las gotas. El programa se configuré para que diera los resultados referentes al perimetro
y al drea de las gotas a partir de los cuales es posible calcular el didmetro (en este estudio se calculd a
partir del perimetro). Por ultimo, con la opcidn “analyze particles” se seleccionaron particulas con una
esfericidad entre 0.6 y 1 para evitar medir otro tipo de impurezas que no correspondieran a las gotas
de aceite (Figura 9).
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Figura 9. Transformacion de la imagen en el programa Image) version 1.80

En la figura 10 se presenta la distribucién de tamafo de las gotas de aceite de la emulsién control y
la emulsién con pectina. Ambas emulsiones mostraron una distribucién de tamafo de gota de aceite
inicial mono — modal con un diametro de volumen mediano inicial (d50) de 2.7 um con un span de 0.4
para la emulsion control y de 3.6 um con un span de 0.3 para la emulsién con pectina.

El tamafio de gotas de aceite puede variar en funcién del emulsificante utilizado. En este caso las
particulas mas pequefias se observaron en la emulsién control elaborada con tween 20, resultados
similares se describen en la bibliografia (Burapapadh et al., 2010).
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Figura 10. Distribucion del tamaiio de particula a tiempo 0 para las emulsiones de tween 20 y pectinas

Seguidamente, en la Figura 11, se presentan los resultados de la distribucién del tamafio de particula
de las emulsiones elaboradas con tween 20 y pectinas a diferentes tiempos (0, 1.5, 3y 72 h). Se puede
observar que en ambas emulsiones, la distribucidon del tamafio de particula practicamente no varia en
las primeras 3 h. Sin embargo, a las 72 h, la emulsidn con tween 20 ha cambiado drasticamente y la
curva de distribucién de particulas se ha desplazado a la derecha, indicando un aumento del tamafio
de las gotas de aceite (t =72 h, d50 = 5.0 um, span = 0.4).
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Figura 11. Distribucién del tamaiio de particula de las emulsiones a diferentes tiempos

Por otro lado, la distribucidn del tamafio de particulas de la emulsién con pectina se mantiene estable
hasta las 72 h, como se puede observar en la figura11 (t=72 h, d50 = 3.6 pum, span = 0.2). Este resultado
indica que las emulsiones elaboradas con pectinas son mas estables en el tiempo. Lo cual concuerda
con los resultados obtenidos al determinar la estabilidad de las emulsiones mediante el creaming
index. Este resultado se podria explicar por el hecho de que las pectinas confieren mayor viscosidad a
las emulsiones y la estabilizan retardando el movimiento de las gotas de aceite. Por lo tanto, la
presencia de pectinas de piel de lima evitd la coalescencia y la floculacién de las gotitas de aceite,
mejorando notablemente la estabilidad de la emulsidn.

Para ilustrar este efecto, a continuacién, se presentan en la figura 12 las fotos obtenidas con el
microscopio dptico, a tiempo 0 y a las 72 h para ambas emulsiones. En la foto correspondiente a la
emulsion control a t = 0 h, todas las gotas parecian pequefias y uniformes. Sin embargo, después de
72 h se pueden observar algunas gotas mas grandes. Este no es el caso de la emulsién con pectina, ya
que ambas las fotos tomadas a ambos tiempos (0 h y 72 h) son similares.
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Figura 12. Imagenes obtenidas con el microscopio 6ptico de las gotas de aceite de la emulsion con pectinas y la emulsion
con tween 20

Finalmente, se pudo comprobar que los resultados obtenidos de distribucion de tamafio de particulas
en emulsiones mediante la metodologia por analisis de imagen son similares a los valores descritos en
la bibliografia. Verkempinck et al., (2018) obtuvo un tamaio de particula inicial de d50 = 1.3 um en las
emulsiones elaboradas con tween y de d50 = 1.61 um en las de pectinas. Otros autores como Tonon,
Grosso, & Hubinger (2011) obtuvieron tamafnos medios de particula que oscilaron entre 2.3 y 4.8 um
utilizando goma arabica como agente encapsulante.

5. CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvieron pectinas a partir de piel de lima mediante extraccidn asistida
acusticamente, se caracterizaron las pectinas obtenidas y se evalud la capacidad de las mismas para
estabilizar emulsiones de aceite en agua comparandolas con un emulsificante comercial. A partir de
los resultados obtenidos se han podido extraer las siguientes conclusiones:

e Lascondiciones de extraccidn fueron adecuadas para la extraccién de pectinas, obteniéndose
un rendimiento de 71.3 + 6.3 g/100 g de CPL en b.s.

e  Los acidos urdnicos fueron los mondmeros mas abundantes en las pectinas (46.5 + 2.0%
molar), seguidos por la glucosa (22.65 + 0.36% molar), arabinosa (16.6 + 1.1% molar),
galactosa (4.95 + 0.46% molar) y xylosa (4.48 + 0.09% molar). Otros mondémeros como la
ramnosa y manosa también fueron detectados, aunque en menor cantidad.

e La estructura de las pectinas estaba formada principalmente por cadenas de
homogalacturonanos debido a la presencia mayoritaria de acidos urdénicos; la presencia de
ramnosa, arabinosa y galactosa indic6 que contenia cadenas laterales de
ramnogalacturonanos.
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° La aplicacion de energia acustica provocd la extraccion de polisacdridos no pécticos tales
como hemicelulosa y/o celulosa. Esto explica que hayamos obtenido unos rendimientos tan
elevados.

e  El grado de metilesterificacion indicé que eran pectinas de alto metoxilo y que por tanto, son
capaces de estabilizar emulsiones.

e Al comparar las emulsiones obtenidas con un emulsificante comercial (tween 20) con las
obtenidas con las pectinas extraidas, se observd que las segundas presentaron un valor
significativamente (p < 0.05) mas alto de viscosidad (30.0 + 1.0y 37.0 + 2.6 para tween 20y
pectinas respectivamente).

e Las emulsiones preparadas con pectinas presentaron mayor estabilidad que las preparadas
con tween 20 en términos de creaming index y variacién en el tamafio de particula con el
tiempo. Probablemente debido al incremento de la viscosidad en la fase continua de la
emulsion.

Por tanto, se puede concluir que es posible la revalorizacién de subproductos de lima como fuente
de pectinas, ya que las mismas presentan caracteristicas adecuadas para la formulacion de emulsiones
de aceite en agua debido a su capacidad de actuar como estabilizante.
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